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RESUMO

Foram conduzidos experimentos com plantas de soja e outras leguminosas em
condicdes de casa-de-vegetacdo. Plantas noduladas e ndo-noduladas apresentaram aumento
significativo do nivel de 4cido aspértico e redugio da asparagina transportada na seiva do
xilema sob condicdes que limitamn a assimilagdo do nitrogénio. Em soja, a resposta foi
revertida quando as condigBes Otimas para assimilagio do nitrogénio foram restauradas.
Plantas ndo-noduladas, crescidas em vasos contendo vermiculita, usando nitrato como fonte de
nitrogénio, apresentaram este fendmeno quando transferidas para hidroponia em solucio
deficiente em nitrogénio. Subsegiientemente, quando nitrato foi novamente fornecido o efetto
foi revertido, Plantas noduladas crescidas em vermiculita recebendo solugio deficiente em
nitrogénio e totalmente dependente da fixacio do N> como fonte de nitrogénio apresentaram a
mesma resposta quando transferidas para hidroponia com aeragdo. Nesie caso, apds a
transferéncia para hidroponia os niveis de ureideos na seiva do xilema decresceram
significativamente sugerindo, com outras evidéncias, que a fixacdo do nitrogénio foi
prejudicada nessas condicdes. Com o retorno destas plantas para vermiculita, ambos a razéo
ASP/ASN e o nivel de ureideos retornaram aos valores iniciais. Durante o crescimento ¢ a
nodulaciio de plantas de soja cultivadas em vermiculita em solugao nutritiva deficiente em
nitrogénio, o fendmeno foi observade durante curto perfodo que corresponde & fase de "fome
de N". Esta fase é caracterizada pelo transitorio amarelecimento das folhas e ocorre quando as
reservas sdo exauridas e a nodulag@o ndo estd suficientemente desenvolvida para manter a
planta com nitrogénio fixado. Seguindo os tratamentos descritos acima, a analise dos
aminoacidos livres do floema, raizes e nédulos também revelou aumento da razdo ASP/ASN

mas, muito menos pronunciado do que o encontrado na seiva do xilema. A atividade da

Xiil



asparagina sintetase foi investigada no sistema radicular para tentar elucidar os fatores
envolvidos no fenbmeno. A atividade da enzima nos nédulos sofreu uma queda nos
tratamentos que elevaram a razio ASP/ASN como a transferéncia das plantas noduladas para
hidroponia e a queda foi recuperada com o retorno das plantas para vermiculita quando a razao
ASP/ASN atingiu o nivel normal. Entretanto, houve insucesso na dosagem da atividade da
asparagina sintetase nas raizes. Evidentemente, em termos qualitativos, o transporte de

nitrogénio na seiva do xilema parece ser um indicador bastante sensivel do starus de

nitrogénio da planta.
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SUMMARY

Experiments with soybean plants and other legumes were conducted under greenhouse
conditions. Both nodulated and non-nodulated plants were found to present substantially
increased aspartic acid levels and lower asparagine in the xylem bleeding sap under conditions
that limit nitrogen assimilation. In soybean, the response was reversed when optimum
conditions for nitrogen assimilation were restored. Non-nodulated plants, grown in pots with
vermiculite using nitrate as sole source of nitrogen, presented this phenomenon when
transferred to N-deficient water-cuiture.  Subsequent return to nitrate reversed the effect.
Nodulated plants grown in vermiculite with N-deficient nutrient solution and totally dependent
on N-fixation as a source of nitrogen presented the same response when transferred to aerated
water-culture. In this case xylem ureide levels also fell substantially suggesting, along with
other evidence, that nitrogen fixation was impaired under these conditions. On return of
plants to vermiculite, both the Asp/Asn ratios and ureide levels returned to initial values.
During growth and nodulation of soybean plants cuitivated in vermiculite with N-deficient
nutrient solution, the phenomenon was observed over a short period corresponding to the “N-
hunger” phase.  This phase is characterised by transient yellowing of the leaves and occurs
when reserves are depleted and nodulation is not yet sufficiently developed to maintain the
plant with fixed nitrogen. Following the above-described treatments, an analysis of free-
amino acids in the phloem, roots and nodules also revealed some increase in the Asp/Asn
ratios but these were much less pronounced than those found for the xylem.  Asparagine
synthetase activity was investigated in the root system in an attempt to elucidate the factors
underlying the phenomenon.  Activity in the nodules was found to fall during treatments
which elevated the Asp/Asn ratio such as transfer of nodulated plants to water-culture and the

fall in activity reversed on return of the plants to vermiculite when ratios returned to normal.
XV



However, measurement of asparagine synthetase activity in the roots was unsuccessful.

Evidently, in qualitative terms, nitrogen transport in the xylem appears to be very sensitive to

the nitrogen status of the plant.
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INTRODUCAO GERAL

O nitrogénioc (N) ¢ componente fundamental de proteinas, acidos nuciéicos,
nucleotideos e outras moléculas essenciais da célula. Requerido em grande quantidade
constitui cerca de 2 a 5% da matéria seca dos tecidos vegetativos da planta quando cultivads
em condigdes étimas {Benton Jones ef al., 1991). As principais fontes fornecedoras de N sdo
decomposi¢do da matéria orgdnica, os fertilizantes nitrogenados e a fixagdo bioldgica dc
dinitrogénio (Evans & Burris, 1992). E encontrado no solo em quantidades inferiores aquela;
necessarias a0 crescimento e desenvolvimento da planta, sendo freqiientemente apontads
como fator limitante da produtividade (Hak & Natr, 1987).

Leguminosas como soja, tém a capacidade de adquirir N de duas fontes distintas; T
inorgénico, na forma de (nitrato) NOs™ ou ions aménio, presentes na solugio do solo € ?
atmosférico por meio da simbiose com Rhizobium spp. (Blumenthal ef al., 1997).

A importincia econdmica do cultivo da soja no pais € bem conhecida, uma vez que
Brasii é um dos maiores produtores mundiais desta leguminosa. Do ponto de wvist
agrondmico, as leguminosas como a soja gera grande interesse pelo fato de poder ser cultivad
na auséncia de adubagio nitrogenada. Isto ocorre em fungdo da associag@o simbibtica entr
bactérias do solo e as leguminosas, que permite a planta utilizar, ao invés do N mineral, o 1
do ar. Atualmente, o processo de fixagdo de N permite que o cultivo da soja no pais atinja alt
produtividade sem a aplicagdo de adubos nitrogenados no solo, resultando na economia de
bilhdes de dolares por safra em fertilizantes {Dobereiner, 1997).

Os processos bioquimicos e fisiolégicos envolvidos na fixagio de N tém sid
intensivamente estudados, bem como a absorgdo, redugio e assimilacio do NO3;. Em sqj
nodulada os principais produtos da fixacdo de N s@io os ureideos (Layzell & Larue, 198.

Rainbird ef al., 1984). Os ureideos representam cerca de 80% do N translocado via xilema €
1



soja nodulada. Soja ndo-nodulada, dependente do NQ3 como fonte de N e transporta apenas
tragos de ureideos, de forma que a presenga desses compostos na seiva do xilema pode ser
usada para avaliar a fixagho de N na planta (McClure e7 al., 1980; Herridge & Peoples, 1990;
Sodek & Silva, 1996). Em soja nfo-nodulada, o aminoécido asparagina {ASN) predomina
como forma de transporte de N no xilema (Matsumoto e al., 1977, McClure & Israel, 1979).
Mesmo em plantas em simbiose, ASN representa a principal forma de transporte depois dos
ureideos (Streeter, 1979).

De modo geral, o transporte de N na forma de aminoacidos tem recebido pouca
atengao em funcdo da importdncia dos ureideos e a sua associagio com o processo de fixagdo
de N. Estudos recentes mostraram que, além dos ureideos, os aminoacidos sofrem mudangas
drasticas no sistema de transporte quando plantas de soja sio submetidas a alguns tipos de
estresse ou mudangas nas condi¢des de crescimento (Puiatti & Sodek, 1999). O cultivo em
hidroponia ¢ uma técnica ficil, que pode facilmente simular a condicio de alagamento,
observada em solos com ma drenagem. Nessa condi¢io, mesmo quando a solugdo nutritiva é
aerada, parece ocorrer limitacio na disponibilidade de oxigénio para alguns processos.
Quando o oxigénio ¢ limitante, ocorrem decréscimos na atividade da nitrogenase ¢ na
atividade metabolica do nodulo (Bergersen, 1971; Layzell et al, 1990). Em sintese, ao
transferir plantas de soja para um sistema de hidroponia, ou encharcar o sistema radicular,
ocorrem mudangas no metabolismo da ASN no sistema radicular. Desse modo o teor de acido
aspartico (ASP) no sistema de transporte aumenta sensivelmente enquanto o da ASN diminui
(Puiatti & Sodek, 1999). Nao se sabe completamente o significado de tais alteragdes para

assimilagdo do N e outros processos metabolicos da planta.




OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetive estudar o transporte de N e metabolismo da

ASN em soja {Glycine max L) sob deficiéncia na assimilagdo do N.

(8



CAPITULO 1

OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ENSAIO DA ASPARAGINA SINTETASE EM
NODULO DE SOJA E CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DA

ASPARAGINASE EM RAIZES E NODULOS



1. INTRODUCAO

O presente trabalho surgiu das observacdes de Puiatti & Sodek (1999), de que a
transferéncia de soja para a hidroponia sem N tem reflexos profundos na razio Asp/Asn na
seiva do xilema. Eluckdar as mudancas metabdlicas envolvendo estes dois aminoacidos foi um
dos principais objetivos deste estudo.

S80 duas as enzimas envolvidas na interconversio destes dois aminoacidos, a
asparagina sintetase (AS) e a asparaginase (ASNase) responsaveis, respectivamente, pela
biossintese e degradacdo da ASN.

A biossintese de ASN ¢ catalisada pela AS, que promove a transferéncia do grupo
amino do ASP a partir da GLN ou amdmnia, com hidrélise simultdnea do ATP para AMP (Lea
et a.l, 1990; Richards & Schuster, 1992). GLN ¢ apontada como principal substrato para AS
em plantas, sendo neste caso denominada de L-aspartato: L-glutamina amido ligase (ASN
sintetase; E.C. 6.3.5.4.), conforme a reacdo proposta por Lea & Fowden (1975) e Shi ef al.

(1997):

L-GLN + L-ASP + ATP — L-ASN + L-GLU + AMP -+ PP1.

A enzima foi encontrada em cotilédones de leguminosas pos-germinados (Lea &
Fowden, 1975; Rognes, 1975; Rognes, 1980; Pike & Beevers, 1982), raizes de plantulas de
milho (Stulen & Oaks, 1977), nddulos de soja (Huber & Streeter, 1984, 1985) e de tremogo
(Scott ef al., 1976; Shelp & Atkins, 1984).

A distribuigio limitada das enzimas que degradam a ASN nos tecidos vegetais, € uma
das razoes de ser considerada um composto estavel para armazenamento € transporte.

Entretanto, em tecidos em rapido crescimento, como fothas e sementes em desenvolvimento,
7



esta rota ¢ metabolicamente ativa, fornecendo N para a sintese de outros aminoacidos (Joy &
Ireland, 1990). A principal rota para utiliza¢do da ASN envolve primeiramente a desaminacgio

por meio da ASNase (E.C. 3.5.1.1.; L-asparagina amido hidrolase), conforme a reagio (Joy &

Ireland, 1990):

ASN + H,O — ASP + NH,"

O ASP liberado nesta reacio pode ser reutilizado diretamente ou sofrer reacio de
transaminacdo, enquantc que amédnia pode ser incorporada no tecido por meio de outra reacio
enzimatica. A ASNase foi descoberta (Atkins ef al., 1975) e purificada (Lea ef al., 1978) em
sementes imaturas de tremogo, mostrando-se independente do ion potassio. Outra forma
dependente do ion potassio foi encontrada em sementes imaturas de ervitha (Sodek et al.,
1980). Foi também encontrada em folhas de ervilha (Lloyd & Joy, 1978), Lupinus albus
(Atkins et al., 1983) e em raizes de espécies de tremogo (Chang & Farnden, 1981).

Diante da importéncia destas enzimas no transporte, mobilizagio e armazenamento da
ASN, foram realizados alguns estudos preliminares sobre suas caracteristicas, visando a
posterior observacdo do seu papel no controle da razio ASP/ASN na seiva do xilema.
Verificou-se o requerimento do ion K™ na atividade da ASNase em raizes e nodulos de plantas
de soja, a possibilidade de determinar a atividade da AS em raizes, e otimizou-se as condicdes

de ensaio da AS em nodulos de soja.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

Plantas de soja (Ghcine max (L) c¢v. IAC-17) noduladas (inoculadas com
Bradyrhizobium elkanii estirpe 463 (=SEMIA 5019) e nio-noduladas, foram cultivadas em
vasos com vermiculita, em casa-de-vegetagdo sob condi¢Bes naturais de luz e temperatura.

As plantas inoculadas receberam solugfo nutritiva -N (0 mM N-NO5') e 0,15 mM de N-
NO;™ apenas no periodo de deficiéncia de "N". Para obtengdo de plantas nio-noduladas foi
fornecida solugdo nutritiva "+N" (15 mM N-NO;').

As solugdes nutritivas "+N" e "-N" foram preparadas baseando-se na solugfo de Hoagland
& Arnon (1950). A aplicagdo de solugdo nutritiva foi feita duas vezes por semana, sendo
distribuidos 250 mL de solugio nutritiva por vaso. Irrigagdes, quando necessarias, foram

realizadas com agua de torneira.

2.2. Métodos Analiticos
2.2.1. Asparaginase
2.2.1.1. Métodos de extracio e preparacio

A extragdo e o ensaio da ASNase foram realizados, conforme Sodek & Lea (1993).
Raizes (soja ndo-nodulada) e nédulos (soja nodulada) foram coletados, lavados com agua
deionizada, secos com papel absorvente, pesados e homogeneizados em almofariz
previamente resfriado, com tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, 1 mM de DTT, 50 mM de KCI
{opcional) e 10 % de glicerol (v/v), na proporgio de 2 mL/g (raizes) ou 2,8 mL/g (nodulos).
Os extratos foram centrifugados 40000 g por 20 min a 4°C e, em seguida, dessalinizados em
coluna PD10 (Sephadex G-25 M) equilibrada com tampéo de extragdo correspondente a 4°C.

A concentracio de proteina no extrato foi determinada de acordo com Bradford (1976).
9



2.2.1.2. Ensaio enzimitico padriio e estudo do requerimento de potissio
O meio de rea¢do continha 10 mM de ASN, 50 mM de KCI (opcional), Tris-HC] 50
mM a pH 8,0, 500 ul (raizes ou nddulos) de extrato enzimatico dessalinizado, em volume

final de 600 uL. Foram montados 4 ensaios:

Ensaio 1: 200 pL de Tris-HC! 50 mM pH 8, 200 ul. de ASN 30 mM e 200 uL de
extrato protéico dessalinizado em G25 M sem KCl

Ensaio 2: 200 pL de Tris-HCl 50 mM pH 8, 200 puL. de ASN 30 mM e 200 ul de
extrato protéico dessalinizado em G25 M ¢om Kl

Ensaio 3: 200 uL de KCI 150 mM, 200 pl de ASN 30 mM e 200 pl de extrato
proteico dessalinizado em G25 M sem KCl

Ensaio 4: 200 uL de KCI 150 mM, 200 uL de ASN 30 mM e 200 pL de extrato

proteico dessalinizado em G25 M com K(l

O meio de reagio foi incubado por 60 min, a 35°C. A reaglo foi paralisada com 100 pL
de 4cido sulfossalicilico (200 mg/mL), em seguida, feita centrifugacdo da mistura por 3 min a
20000 g para precipitacio das proteinas, filtragio do sobrenadante, diluicio com agua
deionizada, ajuste do pH para 7,0 com NaOH (Joy & Ireland, 1990), derivacio de uma
aliquota com OPA-Borato (Benson & Hare 1975; Jarrett, 1986; Marur et al. 1994) e analise

em HPLC.

2.2.1.3. Método de quantificacio dos produtos
A separacio ¢ analise da ASN e ASP, substrato e produto da reacio da ASNase, foram

conduzidas com base na derivagio com OPA, seguida da separacdo € quantificacdo em HPLC
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(Benson & Hare 1975, Jarrett e al., 1986; Marur et al., 1994).

A concentracio de aminoécidos do ensaio foi gjustada para 0,2 a 1,0 umol/mL através
de diluicBo com agua. Uma aliquota de 10 ul. for misturada com 70 yL do reagente OPA (50
mg OPA dissolvidos inicialmente em 1 ml de metanol, depois acrescidos de 6,5 ml de
tampdo borato-NaOH, pH 9,5 e, no dia de uso, mais 60 pL. de 2-mercaptoetanol). Apds 2 min
de reacgdo com OPA, uma aliquota de 10 uL foi injetada no HPLC. Os produtos da dernivagio
foram separados em coluna ODS-2 Superpac (tipo C18, 250 x 4,6 mm), sendo eluidos com
fluxo de 0,8 mL/min, em gradiente formado por quantidades crescentes de metanol 65 %
(=B”) em relagio ao tampéo fosfato, pH 7,2 (=“A”: fosfato de sodio 50 mM, acetato de sodio
30 mM, 1,5 mL de acido acético, tetrahidrofurano 20 mL, e metanol 20 mL em 1 L de agua).
O gradiente fo1 programado para aumentar a proporcio de “B” em relagéio 4 “A” de 20 a 60 %
nos primeiros 20 min, seguido de um aumento de 60 a 75 % durante o periodo de 20 e 25 min
e finalmente de 75 a 100 % entre 25 e 35 min, por meio de 2 bombas (A e B) da marca LKB
mod.2150, controladas por um gerador de gradiente da marca LKB mod. 2152.

Os aminoacidos eluidos foram monitorados por um detector de fluorescéncia
(Shimadzu modelo RF350) ajustado em 250nm (luz de excitagio) e 480nm (emissdo de
fluorescéncia). O sinal do monitor foi processado por um integrador (LKB, modelo 2221).

Cada um dos aminoacidos do ensaio foi identificado pelo seu tempo de retengdo na
coluna cromatografica, tomando-se por base o padrio de aminoacidos Sigma AAS-18, que
contém 18 aminodcidos protéicos, ao qual foram adicionados os aminoacidos ASN, GLN e
GABA. A concentragdo de cada aminoacido foi determinada pela area do seu respectivo pico,

comparando-se com o pico do mesmo aminoacido no padrio utilizado, cuja concentra¢io era

de 250 nmol/ml.
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2.2.2. Asparagina sintetase
2.2.2.1. Métodos de extracio e preparacio

A extragio e ensaio da AS foi feita baseando-se nos trabalhos realizados por Huber &
Streeter (1985) e Romagni & Dayan (2000). Raizes (soja n3o-nodulada) e nodulos (soja
nodulada) foram coletados das plantas lavados com 4gua deionizada e secos com papel
absorvente, pesados e homogeneizados em almofariz previamente resfriado, com tampio
Hepes 100 mM, pH 8,5, 0,1 mM de EDTA, 10 mM de MgCl;, 0,5 mM de DTT, 25 % de
glicerol (v/v) e 67 mM de 2-mercaptoetanol, adicionado na hora do uso do tampdo, na
proporgdo de 2,5 mL/g (raizes) ou 4 mL/g (nédulos). Os extratos foram centrifugados a 40000
g por 20 min a 4°C. Ao sobrenadante coletado foram adicionados 0,5 uL/mL de 2-
mercaptoetanol coletados e as proteinas precipitadas com 42 % de saturagdo com (NH4).S80,
por 30 min no gelo. O precipitado foi coletado por centrifugacdo a 20000 g por 10 min a 4°C
e, solubilizado em 2,5 mlL de tampdo de extracio. A seguir, foi feita a dessalinizagdo do

extrato em coluna PD10 (Sephadex G-25M) equilibrada com tampdo de extragio a 4°C.

2.2.2.2. Ensaio enzimaitico padrio

A atividade foi determinada em meio de reagfio constituido de 5 mM de GLN, 10 mM
de ATP, 10 mM de ASP, 10 mM de MgCly, 2 mM de DTT e 0,1 mM de EDTA, Hepes 50 mM
pH 7,75 e 400 pL do extrato dessalinizado, em volume total de 500 L. A reacdo foi iniciada
com a adigdo do extrato dessalinizado, seguida de incubagio a 30°C por 60 min. A reacio foi
paralisada com 100 pl de acido sulfossalicilico (200 mg/mL) e seguidos os mesmos

procedimentos para quantificaco dos produtos da ASNase.
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2.2.2.3. Otimizacio das condicbes de ensaio

GLN foi testada a 0; 0,01; 0,1, 0,5; 1, 5 ¢ 10 mM. ASP foi testado a 0; 0,1;

T2

1,25, 5;
7,5 e 10 mM. ATP foi testado a 0; 0,1; 0,5; 1,0; 5; 10 e 30 mM. AS foi incubada em

mntervalos de 30 a 240 min. Foi estudado também o efeito do AQA na taxa de sintese da ASN.

2.2.2.4. Método de quantificaciie dos produtos

Realizada conforme quantificacdo dos produtos da ASNase.

2.2.3. Dosagem de proteinas

Na determinac@io de proteinas utilizou-se o reagente de Bradford (1976), preparado
dela dissolugdo de 100 mg de Coomasie Brilliant Blue em 50 mL de etanol 95 %, ao qual
foram acrescentados 100 mL de acido orto-fosforico 85 % p/v, o volume completado para 1L
com agua detonizada. A mistura foi filtrada a vacuo, em papel de filtro. A cada 0,1 mL do
extrato ou padrdo de albumina soro bovino (10-100 ng) foram misturados 5,0 mL do reagente
de Bradford. Os tubos foram agitados e as absorbincias lida a 595nm, sendo feitas trés

repeti¢Oes para padrio e extratos protéicos.

2.3. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. Os dados apresentados
representam a meédia de quatro repeticGes (vaso com trés plantas cada). Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e, quando o Teste F foi significativo, as médias foram

comparadas pelo teste Tukey (Gomes, 1990).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estio apresentados os efeitos da presenga de K™ na extragio e no ensaio da
ASNase em raizes soja. Como se observa, nio houve diferenca nas atividades da enzima
quando se realizou a extraglo e o ensaio, na auséneia e presenca de K. Isso significa que a
atividade da enzima em raizes ¢ independente de K. A mesma independéncia foi observada
em nodulos (Tabela 2).

Na forma dependente de potassio, o fon K~ ¢ responsavel provavelmente por algum
tipo de alteragio conformacional que permite sua atividade catalitica (Sodek ez al, 1980).
Sieciechowicz & Ireland (1989) citam o efeito ativador e estabilizador do ion K*. Ocorreu
requerimento de K~ em Pisum sativum, Vicia faba, Phaseolus multiflorus, Zea, Hordeum e
algumas cultivares de Lupinus (Joy & Treland, 1990), enquanto que em sementes de Lupinus
pobyphyllus (Sodek et al., 1980), L. arboreus e L. angustifolius (Change & Farnden, 1981) a
enzima foi independente de K.

O fato das formas de ASNase de raizes e nodulos de soja mostrarem independéncia de
K', significa que in vivo o K~ nfio € ativador da enzima e, portanto, sua concentra¢do ndo
regula a atividade da enzima. Por outro lado, ndio permite evitar a interferéncia desta enzima
nos ensaios de AS com a exclusio de K™ do ensaio.

Estudos com AS apontam dificuldades devido a sua instabilidade (Huber & Streeter,
1985), presenca de inibidores estaveis ao calor e dializaveis no extrato cru (Joy ef al., 1983), e
contamina¢do com atividade da ASNase (Tsai & Coruzzi, 1990). Como resultado, somente
tem sido alcangada a purificagdo parcial da enzima (Huber & Streeter, 1985) e muitos estudos
tém optado por utilizar técnicas moleculares para sua caracterizagio (Kiister, ef al. 1997; Kim

et al., 1999; Osuna et al., 1999).
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Tabela 1. Efeito do ion K na atividade da ASNase de raizes de soja {cultivar IAC17,) ndo-
nodulada, cultivada em vermiculita com nitrato. Atividade expressa em nmol ASP/g MF min.

Extracio e ensaio da enzima em presenga e auséncia deste ion.

Extracio sem K* Extragio com K*

Fnsaio sem K~ Ensaio com K~ Ensaio sem K7 Ensaio com K~
2,29a 2,28 a 2,302 226a

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada)
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05)

Tabela 2. Efeito do ion K™ na atividade da ASNase de nodulos de soja {cultivar [AC17
nodulada) cultivada em vermiculita sem nitrato. Atividade expressa em nmol ASP/g MF . min.

Extracio e ensaio da enzima em presenga ¢ auséncia deste ion.

Extracdo sem K~ Extracido com K*
Ensaio sem K~ Ensaio com K~ Ensaio sem K' Ensaio com K~
20,99 a 20,44 a 1947 a 19,79 a

Cada valor representa a média de quatro repeti¢des (vasos com trés plantas cada)
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey {(p < 0,05}

Baseado nestas informacdes e na baixa atividade da enzima em ensaios feitos com
nédulos, procurou-se atingir as melhores condigdes de extragdo e ensaio para a enzima em
nodulos e, posteriormente, aplicar as mesmas para raizes, cuja atividade in vitro € bem mais
baixa. Inicialmente, foi definido um protocolo para a determinagéo da atividade baseado nos
trabalhos de Huber & Streeter (1985), porém um novo trabalho publicado por Romagni &
Dayan (2000), forneceu-nos novas informagdes que poderiam resultar num protocolo mais
adequado e, conseqilente, aumento da atividade da enzima no ensaio in vitro.

A primeira modificacio feita no protocolo ja estabelecido, foi a ndo utilizagdo do

PVPP (polivinil polipirrolidona) durante a maceragdo do tecido. Isto porque sua adi¢io néo
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resultava em aumento significativo da atividade e poderia causar perda do extrato que fica
adenido ao precipitado formado. Para assegurar que com esse procedimento nio houvesse agdo
de fendis sobre a enzima, a concentragio de 2-mercaptoetanol foi aumentada de 50 para
67 mM (Romagni & Dayan, 2000).

Os testes feitos com raizes de soja ndo-nodulada mostraram uma atividade muito baixa
da enzima, valores que ndio sfio confidveis. Diante disto, foi investigada a interferéncia de
inibidores. Primeiro utilizando-se EGTA no tampdo de extragdo que poderia evitar a inibicio
por Ca™ (Rognes, 1975; Joy & Ireland, 1990), porém, nio houve diferencas nas atividades na
presenca e auséncia deste quelante no tampio de extracdo. Noutro teste foi feita uma mistura
do extrato de nédulos, com atividade razodvel, com o extrato de raizes, com atividade muito
baixa. A quantidade de ASN produzida na mistura foi um pouco inferior 4 produzida no
extrato de nédulo mas, ndo o bastante para demonstrar presenca de inibidores no extrato de
raizes.

O maior problema observado foi a quantidade de proteinas totais das raizes que € muito
mais baixa do que no nédulo (cerca de 5 vezes). Romagni & Dayan (2000) concentraram o
extrato dessalinizado por filtragdo em membrana, usando o “Concentrador” Centricon 30 da
Amicon, o que facilitou a determinagiio da atividade da enzima em extratos de cotilédones de
tremogo ¢ soja. Em raizes de plantulas de milho, Stulen & Oaks (1977), também encontraram
baixa atividade da AS.

Os testes feitos ndo podem ser considerados conclusivos no que diz respeito &
ocorréncia de inibi¢io no extrato de raizes. Também ndo foi feita concentragdo do extrato ou
adogdo de outra metodologia para deteccio e quantificagio da ASN produzida na reagio.
Segundo Romagni & Dayan (2000), a detecciio da atividade da AS por meio de radio-HPLC é
mais quantitativa do que pelo método TLC (Richards & Schuster, 1998). Além disso, esta

técnica tem maior seguranga na identificagdo dos substratos e produtos formados durante o
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ensaio, sendo capaz de monitorar a sintese de novo da ASN melhor do que medicdes indireta
com ensaio da ASNase (Dembinski ef al., 1996) ou medidas da liberagio de PPi (Hughes ¢
al., 1997).

No caso de nodulos, no principio obteve-se atividades bastante baixas, mas que com
otimizacdo do ensaio puderam ser estimadas com seguranca. Na Figura 1 estio apresentado
os efeitos das concentragdes de substratos (ATP, ASP e GLN), bem com tempo de incubacd
na atividade da AS em nédulos de soja.

Na mais alta concentracio de ATP houve maior atividade da enzima, porém
comportamento da curva mostra que nessa concentracdo ainda ndo havia saturacdio complet
da enzima (Figura 1A). Rognes (1975, 1980) utilizou 5 mM de ATP no ensaio da AS er
cottlédones de tremocgo; Huber & Streeter (1985) utilizaram a mesma concentragio no ensai
enzima em nddulo de soja. Entretanto, estas dosagens geralmente foram feitas em extratos qu
passaram por alguns passos de purificagio (Rognes 1975, 1980; Huber & Streeter, 1985).

Néste trabalho, inicialmente, utihzou-se 5 mM de ATP no ensaio, depois 10 mh
conforme sugeriu o trabalho de Romagni & Dayan (2000). Nesta condi¢o, houve aumento d
atividade da AS, indicando que a enzima anda ndo estava saturada com ATP. Diante dissc
optou-se por utilizar 10 mM no ensaio padrio da otimizagio, ao invés de 5 mM. O aument
da atividade da AS em concentragdo de ATP acima de 10 mM observado na Figura 1, f
inesperado porque acima desta concentracio, Romagni & Dayan (2000) verificaram efeit
negativo do substrato na atividade da enzima. Uma explicagdo para isso € que ATP pode s¢
hidrolisado pela enzima ATPase presente no extrato. Ainda, ATP pode funcionar como pont
de regulagdo da atividade da enzima in vivo no nodulo. O Km da enzima para o complexo Mg
ATP, determinado por Huber & Streeter (19853), foi de 0,076 mM, valor este muito mais baix

do que o Km para ASP e GLN que foram, respectivamente, 1,24 ¢ 0,16 mM.
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Figura 1. Atividade da AS (ASN nmol/mg proteina/min) em extrato de nédulos de soja

(cultivar IAC 17) em ensaio em condigdes padrao (conforme descrito no Material e Métodos),
exceto o efeito de (A) 0-30 mM de ATP; (B) 0-10 mM de GLN e (C) 0-10 mM ASP ¢ (D)

efeito do tempo de incubagio.
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A concentragéio de GLN o6tima foi de 10 mM, havendo completa saturacio, tanto que
ndo se observa diferenca na quantidade da ASN produzida pela enzima quando se usou 5 ou
10 mM (Figura 1B). Rognes (1975; 1980) e Huber & Streeter (1985) utilizaram 10 mM, Joy &
Ireland (1990) recomendaram apenas 5 mM. Todavia, Romagni & Dayan (2000) observaram
efeito negativo da GLN sobre atividade da AS em concentracdes acima de 1 mM.

A atividade da AS a 10 mM de ASP foi ligeiramente superior que a 7,5 mM (Figura
3C). Na literatura, a concentragdo de ASP utilizada no ensaio € bastante variada, indo de 2,5 2
10 mM (Huber & Streeter, 1985; Joy & Ireland, 1990).

A quantidade de ASN produzida pela enzima em funcio do tempo (Figura 1D) mostrz
que até 60 min a velocidade de reagdo foi préoxima da linearidade. Depois de 60 min,
aumento do tempo resultou em pouco aumento na quantidade de ASN produzida. Isto pode
indicar limitagdo de algum substrato.

Quando 1 mM de AOA foi adicionado no meio de reagdo ndo houve diferenca ne
atividade da AS, quando comparado com ¢ ensaio sem AOA (dados ndo apresentados). Este
composto tem a capacidade de inibir a agdo de aminotransferases, neste caso, a aspartatc
aminotransferase, que remove o ASP disponivel para biossintese da AS, desviando-o par:
outras rotas biossintéticas, como a do ciclo dos acidos trnicarboxilicos (Richards & Schuster
1998; Ireland & Lea, 1999). Assim, pode-se dizer que ndo houve competi¢io entre enzimas
que utilizam ASP como substrato.

Foi feita também uma comparacio entre a atividade da enzima de nddulos recén
coletados das plantas e apds o congelamento com N liquido e armazenamento a -70°C por 1{
dias. Ndo houve diferenca na atividade da enzima, permitindo o armazenamento dos nodulos
durante esse periodo (dados ndo apresentados).

Como resultado final dos ensaios realizadoes, recomenda-se utilizar na dosagem de AS

30 mM de ATP, 10 mM de GLN e 10 mM de ASP e tempo de incubagio de 60 min.
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4. CONCLUSOES

A enzima ASNase em raizes ¢ nodulos de soja mostrou-se independente de K.

A atividade da AS detectada nas raizes foi muito baixa.
Em noédulos, o estudo feito permitiu determinar condigBes mais proximas da Otima,

para o ensaio da enzima AS e como conseqiiéncia, valores mais altos de atividade.
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CAPITULO 2

EFEITO DA TRANSFERENCIA DE SOJA NAO-NODULADA PARA HIDROPONIA

SOBRE O TRANSPORTE E METABOLISMO DE NITROGENIO



1. INTRODUCAO

Leguminosas como soja, tém a capacidade de adquirir N de duas fontes distintas: N
inorgnico, presente na solu¢do do solo e Ny atmosférico por meio da simbiose com rizobios
(Blumenthal ef ai., 1997).

Quando a fonte de N inorgénico é NO3', 0 mesmo ¢é absorvido pelas raizes, armazenado
nos vacuolos ou translocado para a parte aérea para reduc¢do ou armazenamento também no
vacuolo. O primeiro passo para reduc@o ocorre no citossol, por meio da enzima redutase do
nitrato (NR) produzindo NO;, que entra nos plastideos {cloroplastos na parte aérea) e em
seguida, ¢ reduzido a NHy pela nitrito redutase (NIR). O NH, ¢ fixado pelo sistema
GS/GOGAT em aminoacidos (GLN/GLU), que servem como substratos para reagdes de
transaminac@o para biossintese de todos os outros aminoacidos protéicos {Tischner, 2000}.

Em soja ndo-nodulada, o aminoacido ASN predomina como forma de transporte de N
no xilema (Matsumoto e af,, 1977, McClure & Israel, 1979). Para a biossintese de ASN €
necessario ASP, sintetizado via ag8o da aspartato aminotransferase (AAT), que produz ASP a
partir de GLU e oxalacetato (Reynolds ef a/., 1981). ASP ¢ em seguida amidado em ASN, via
AS, em reacio de transamdacio usando o N na forma de amida da GLN (Lea & Fowden,
1975; Lea & Ireland, 1999). ASN, portanto, constitui um dos produtos primarios da
assimilagZo do NOj', pois a AS atua em seqiiéncia ao sistema GS/GOGAT.

Estudos feitos anteriormente (Puiatti & Sodek, 1999) mostraram que a transferéncia de
plantas nfo-noduladas, cultivadas em vermiculita com NOs', para hidroponia sem NOj3', causa
um forte aumento na razdo ASP/ASN na seiva do xilema. Os objetivos do estudo realizadc
neste capitulo foram: verificar se este aumento resultava em alteracio na composicdo de
compostos mtrogenados da seiva do floema, raizes ¢ folhas da planta; verificar se a redugfo ¢

conseqiiéncia da alterac@io das atividades das enzimas aspartato aminotransterase (AAT/GOT),
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fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase) e asparaginase (ASNase), verificar se as alteracdes
enzimaticas podem ser relacionadas com a composigdo da seiva do xilema e das raizes da
planta; avaliar o efeito da transferéncia da plantas para hidroponia com NOs’; e verificar se a
concentracdo normal de ASN e ASP poderia ser recuperada com a adigfio de NGOy~ a solugdio

nutritiva.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1, Material Vegetal e Condicdes de Cultivo

Os experimentos fo;am conduzidos em casa-de-vegetacdo em condi¢des naturais de hu:
¢ temperatura. Para tal, sementes de soja (Gheine max (L.) ov. IAC-17) foram colocadas par:
germinar diretamente em vasos plasticos contendo 3 L de vermiculita exaustivamente lavad:
em agua corrente. Apds a emergéncia foi feito o desbaste de plantulas, conduzindo-se a parti:
dai, trés plantas por vaso. Foram colocados pratos sob os vasos que serviram para rete
pequena quantidade de dgua ou solugo nutritiva.

Para obtengdo de plantas ndo-noduladas foi fornecida solugio nutritiva “+N” (15 mM
de N-NOs'). As solugdes nutritivas “+N” e “-N” foram preparadas baseando-se na solugio de
Hoagland & Arnon (1950), uma formulada com 15 mM de N-NOs (solugio "+N") e a outr:
desprovida de N (solucdo "-N").

Durante o cultivo, duas vezes por semana, foram fornecidos 250 mL da solugic
nutritiva "+N". Quando necessério foram feitas irrigagdes com agua de torneira.

Plantas ndo-noduladas no estadio vegetativo V2, V3, V6 ou V8 (Fehr er al., 1971)
foram transferidas para um sistema de hidroponia. Para este fim, o sistema radicular fo
lavado cuidadosamente com &4gua para remover o excesso de vermiculita e trés planta:
acomodadas em vasos com 3 L de solugio nutnitiva. O sistema foi mantido sob aeraciic
continua, por meio de um tubo flexivel ligado a tubulagio de um compressor de ar.

No periodo no qual as plantas foram mantidas em hidroponia, somente foram feita:
trocas de solu¢do quando houve alteragdo da concentracio do NO;™ de 0 para 5 mM. O volumx
inicial da solu¢do no vaso foi restabelecido diariamente com a adigiio de agua destilada. O pF
da solug@o foi monitorado com um pHmetro portatil e ajustado para valores de 6,0 + 0,2, con

solugdo HzS504 1 N.
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2.2. Métodos analiticos
2.2.1. Coleta da seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi realizada entre 11:00 e 13:00 horas. A coleta foi feita
conforme proposto por McClure & Israel (1979), sendo o caule secionado com bisturi logo
abaixo do né cotiledonar, o local do corte lavado com agus deionizada e enxugado com papel
de filtro. Em seguida, o exsudade foi coletado por meio de tubo capilar e transferido para
frascos mantidos no gelo. Apés a coleta, as amostras foram armazenadas a 20°C para as

analises posteriores,

2.2.2. Coleta da seiva do floema

Primeiramente, a parte aérea das plantas do vaso foi aspergida com agua. Em seguida,
foi feito o seccionamento do caule com bisturi logo abaixo do né cotiledonar, separando-se o
sistema radicular da parte aérea. O local do corte lavado com agua deionizada e enxugado com
papel absorvente. O caule foi novamente cortado sob solucio de fosfato de sodio/dissodio 5
mM e EDTA 5 mM, a pH 6,0 (Neo & Layzell, 1997), e rapidamente transferido para frascos
contendo 5 mL da mesma solugdo. A parte aérea foi coberta com saco plastico e o conjunto,
transferido para sala escura. Decorridas trés horas apés o inicio da coleta {das 11:30 as 14:30

horas) os frascos foram recolhidos e armazenados no freezer, a -20°C.

2.2.3. Coleta, extracio ¢ analise dos compostos nitrogenados de raizes e folhas

As raizes foram coletadas, lavadas e secas em papel absorvente. Em seguida, foi feita a
remogdo da parte mais grossa da raiz principal e coletada uma amostra para analise. Depois o
material foi picado com tesoura, pesado, congelado com N liquido, macerado em almofariz, e
armazenado a -20°C. No caso de folhas, foi feita a remo¢ao apenas da nervura principal e os

outros procedimentos foram os mesmos feitos para raizes.
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Para extracdo, foi utilizado MCW (metanol:cloroférmio:agua) na proporgiio de 12:5:3
(Bieleski & Turner, 1966). Feitas trés extra¢des intercaladas por centrifugagdes a 4000 g para
remocic dos aminoacidos do tecido (1% 20 min, 2% 10 min ¢ 3% 10 min), e os sobrenadantes
de cada uma das centrifuga¢des foram reunidos. Para cada 4 mL do extrato adicionou-se 1,0
mL de cloroférmio e 1,5 mL de dgua deionizada. Apds intensa agitagio, fez-se a centrifugagio
da mistura a 2000 g por 10 min para acelerar a separagio das fases. Com auxilio de uma pipeta
Pasteur, foi retirada a fracfo aquosa-metandlica, que foi ainda submetida a banho-maria a
40°C durante 2 horas para completa eliminagio do residuo de cloroférmio. Finalmente,
determinou-se¢ o volume final em proveta. A partir desta solucfo foram determinadas as
concentracdes de ALT (Yemm & Cocking, 1955), NO5 (Cataldo, 1975) e a composi¢iio de

aminoacidos em HPLC (Jarrett, 1986; Marur ef al.,1994).

2.2.4. Dosagem de aminoicidos soluveis livres totais (ALT)

ALT foram determinados pelo método de Yemm & Cocking (1955). Foi colocado 1
mL de cada amostra (seiva do xilema ou extrato adequadamente diluido com agua) ou do
padrio leucina (0-200 nmol) em tubos de ensaio, e em seguida foi adicionado 0,5 mL de
tampido citrato 0,2 M pH 5,0, 0,2 mL do reativo de ninhidrina 5% em metil-celosolve (éter
monometilico de etilenoglicol), mais 1 mL de KCN 2% (v/v) em metil-celosolve, sendo a
solucio de KCN preparada a partir de uma solugdo 0,01 M de KCN em édgua. Os tubos de
ensaio foram cobertos com bolas de gude e colocados em banho-maria a 100°C por 20 min.
Em seguida, os tubos foram transferidos para o escuro, até a temperatura ambiente, depois foi
acrescentado 1,3 mL de etanol 60 % (v/v) e feita agitacdo dos tubos. A absorbancia do padrio,
amostras e extrato foram medidas a 570nm, sendo que para cada uma delas foram feitas trés

repetigdes.
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2.2.5. Dosagem do NO3’

O procedimento utilizado foi o de Cataldo e af. ( 1975). Foi misturado 0,1 mL de cada
amostra (seiva do xilema ou extrato adequadamente diluido com agua) e do padrio NOs de
potassio (0-500 nmol de NO3") 2 0,4 mL do reagente de acido salicilico (4cido salicilico 5 %
p/v em acido sulfurico concentrado), deixando-se 2 mistura em repouso por 20 min a
temperatura ambiente, apOs agitaciio. Posteriormente, foram acrescentados, lentamente, 9,5
mlL de hidréxido de sodio 2 N. A absorbancia a 410nm foi lida apés o resfriamento a

temperatura ambiente, sendo feitas trés repetiges para padrdo, amostras de seiva ou extratos.

2.1.6. Separacio de aminodcidos livres por HPLC

Idem ao Capitulo 1 item 2.2.1.3.

2.2.7. Determinacio das atividades enzimaticas
2.2.7.1. Extracio de enzimas

Para extracdo de enzimas, primeiramente as raizes foram lavadas com 4gua para retirar
a vermiculita, e secas com papel absorvente. Foi retirada uma amostra porgcdo mediana das
raizes, que apos a pesagem, foi levada para cimara fria (4°C), onde foi feita maceracio em
almofariz utilizando-se 5 mL de tampdo de extragio. O extrato foi transferido para tubos de
centrifuga resfriados e feita a centrifugacio a 40000 g por 20min a 2°C. Coletou-se o
sobrenadante, do qual parte do volume foi dessalinizado em Sephadex G-25M (PD-10,
Pharmacia). O extrato protéico dessalinizado foi utilizado para dosagem das atividades

enzimaticas. Para todas as enzimas foram feitos ensaios de otimizacdo da atividade.
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2.2.7.2. Dosagem da atividade da AAT

A enzima conhecida como AAT (EC 26.1.1), é também denominada de
glutamato: oxalacetato aminotransferase (GOT, denominagio mais comum na literaturs
animal) ou aspartato:2-oxoglutarato aminotransferase (Ireland & Lea, 1999b). Esta enzima

catalisa a reacgio:

ASP + 2-oxoglutarato <> GLU + AQA

a) Sentido de formacio do GLU (AAT)

A atividade da aspartato aminotransferase foi estimada pelo acoplamento de duas
reagdes, a reacdo da enzima, na direcdo de formagfio do GLU e AOA (AAT), e reagio de
transformac@o do ACA em malato, através da enzima malato desidrogenase (MDH; L-malato:
NAD™ oxidoreductase; EC 1.1.1.37), utilizando-se NADH como doador de elétrons, conforme
proposto por Ireland & Joy (1990). A extragdo da enzima foi feita em tampdo Tris-HCl 10C
mM pH 7.8, 0,1 mM de EDTA, 2,5 mM de DTT e glicerol 20 % (v/v). O volume total do meic
de reag@o foi 1 mL, sendo constituido de 11,5 mM de ASP, 11,5 mM de 2-oxoglutarato, 3
unidades de MDH, 1 mM de NADH, Tris-HCl 50 mM e pH 7,3, e 150 pl de extrato protéice
dessalinizado. As cubetas contendo o meio de reacdo, com excec¢dio da enzima MDH e o dc
extrato proteico, foram mantidas em banho-mara a 30°C. O inicio da reagfo se deu com
adicdo da MDH, seguida da adigiio do extrato protéico, sendo que apos 15 segundos foi feita ¢
transferéncia da cubeta para o espectrofotémetro e feitas leituras da absorbéncia a 540nm, err

intervalos de 15 segundos.

b) Sentido de formacido de ASP (GOT)
A atividade da AAT/GOT no sentido de formagio do ASP e 2-oxoglutarato (GOT) fo:

determinada em extrato protéico de raizes, a partir de adaptagfo feita da metodologia de
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Ireland & Joy (1990). O extrato utilizado foi obtido da mesma maneira para AAT. A atividade
foi estimada pela quantidade de ASP produzida. O volume total do meio de reacdo foi 0,5 mL,
sendo constituido de 11,5 mM de GLU, 11,5 mM de AOA, Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, e 150 ul
de extrato protéico dessalinizado. O meio de reaciio foi incubado por 10 min a 30°C, e a
reagdo paralisada com adi¢io de 100 ul de 4cido sulfossalicilico 200 mg/mL. Em seguida, a
mistura foi preparada para injecdo em HPLC, conforme procedimentos apresentados no item

2.2.1.2. do Capitulo 1.

2.2.7.3. Dosagem da atividade da PEPcase

O extrato protéico para determinagiio da PEPcase (EC 4.1.1.31) for obtido da mesma
maneira que para AAT. A atividade foi determinada em extrato protéico de raizes por meio do
acoplamento da reagdo PEP + HCO; -+ AOA + Pi, com acoplamento da reaciio de
transformacdo do AOA em malato, através da enzima malato desidrogenase (MDH, L-malato:
NAD’ oxidoreductase; EC 1.1.1.37), utilizando-se NADH como doador de elétrons, conforme
Ashton ef al. (1990). O volume total do meio de reagio era de 1 mL, sendo constituido de
mM de PEP, 1 mM de K,COs, 5 mM de MgCl,, 2 mM de DTT, 2 unidades de MDH, 0,1 mM
de NADH, Tris-HCI 25 mM e pH 8,0 ¢ 200 ul de extrato protéico dessalinizado.

As cubetas contendo o meio de reagfio, com excecio da enzima MDH e o do extrato
protéico, foram mantidas em banho-maria a 30°C. O inicio da reacdo enzimatica se deu com a
adicdo da MDH, seguida da adi¢io do eﬁ:tra’so proteico. Apos 15 segundos foi feita a
transferéncia da cubeta para o espectrofotdmetro e feitas leituras da absorbéncia a 540nm, em

intervalos de 15 segundos (Ashton e al., 1990).




2.2.7.4. Dosagem da atividade da ASNase

A enzima ASNase (E.C. 3.5.1.1) foi extraida em tamp3o Tris-HC! 50 mM, pH 8,0, 1
mM de DTT, 50 mM de KCI (opcional) e 10 % de glicerol (v/v) (Sodek & Lea, 1993). A
atividade foi estimada em extrato de raizes, determinando-se a quantidade de ASP produzida
na reagio ASN—>ASP+ NH,', ao final do tempo de incubagio, por meio do HPLC. O meio de
reagdo continha 15 mM de ASN, Tns-HCl 50 mM, pH 8,0, 500 ul de extrato protéico
dessalinizado, em volume final de 600 pL. O meio de reagdo foi incubado por 60 min, a 35°C,
e a reacio paralisada com 120ul de acido sulfossalicilico 200 mg/mlL.. Em seguida, a mistura

fo1 preparada para inje¢io em HPLC, conforme item 2.2.1.2. do Capitulo 1.

2,2.7.5. Dosagem de proteinas

Idem ao Capitulo 1 item 2.2.3.

2.2.8. Nivel de O,
Os niveis de saturagio de oxigénio nas solugGes nutritivas foram medidos por meio de

medidor portatil de oxigénio dissolvido (JENWAY, modelo 9071).

2.3. Delineamento Experimental e Analise Estatistica
Idem a Capitulo 1 item 2.3,

O controle dos experimentos foi sempre plantas em vermiculita.



3. RESULTADOS E DISCUSSAD

3.1. Compeostos nitrogenados da seiva do xilema em plantas niie-neduladas transferidas
para hidroponia em diferentes estadios de desenvolvimento

Na Tabela 1 estdo apresentados os resuitados de um experimento preliminar realizado
com o objetivo de selecionar o estadio de desenvolvimento da soja nfo-nodulada mais
adequado, em termos de resposta na alteracio das concentragdes de ASP e ASN;, para uso no
sistema experimental deste estudo, ou seja, a transferéncia das plantas para hidroponia.

Ao contraric dos demais, no primeiro estadio analisado (V1) ainda n3o havia sido
fornecida solug¢fo nutritiva com NOj; para as plantas. Observou-se neste estadio altas
concentragdes de ASN, GLN, ASP, e em especial de VAL e TYR e de ALT (Tabela 1). Estes
aminoacidos representam o N remobilizado das reservas dos cotilédones, tendo em vista a
auséncia de fontes externas de N.

A partir de V1 as plantas passaram a receber solucio com NO; e quando atingiram os
estadios V2, V3, V6 e V8 foram transferidas para hidroponia sem N (H-N) com aeragdo, por
um periodo de 4 dias. A analise da seiva do xilema das plantas em H-N nio mostrou grandes
variagbes na concentragdo de ALT, quando comparada com a seiva do xilema de plantas
mantidas em vermiculita (V+N). O declinio da concentragdo de ALT em H-N foi somente
significativo em V3 e V6 (Tabela 1). Por outro lado, a concentragio de NO;s™ sofreu grande
redugdo em todos os estadios em que a transferéncia foi realizada (Tabela 1). Apesar da
concentragao de ALT nem sempre ser afetada, a composicio de aminoacidos na seiva do
xilema variou nas plantas transferidas para H-N, quando comparada com as plantas mantidas
em V+N. Em todos os estadios de desenvolvimento foi possivel observar aumento acentuado
na concentracgdo de ASP com a transferéncia das plantas. Ao mesmo tempo, notou-se

decréscimo acentuado na concentracio de ASN na seiva do xilema destas plantas (Tabela 1).
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A alteragio menos marcante na concentracdo de ALT pode indicar que em termos
quantitativos, a exportagdo de aminoacidos das raizes para parte aérea ndo foi grandemente
afetada. Dai surgiu o interesse em investigar se a concentra¢do varia com 0 aumento do tempc
de permanéncia na hidroponia € como é a concentragio no sistema radicular.

O declinio da concentracio do NOi na seiva das plantas transferidas H-N ¢
provavelmente uma conseqiiéncia da menor taxa de absor¢iio do NOs, ja que o mesmo néc
estava presente na solugdo nutritiva (Tabela 1). Quando as plantas foram transferidas nc
estadio V6 ¢ V8, ao final do periodo em hidroponia, observou-se uma ligeira clorose nos
trifolios mais novos da planta, revelando visualmente a condicdo de deficiéncia.

Independente do estadio de desenvolvimento em que as plantas nfo-noduladas se
encontravam, a ASN sempre foi o aminoacido encontrado em maior quantidade na seiva dc
xilema. Em fungdo da facilidade em obter plantas mais jovens escolheu-se o estadio V3 par:
0s experimentos futuros.

A hipotese foi reforgada pelo fato de que plantas nfo-noduladas quando transferida:
para hidroponia com solugdo nutritiva com N (N-NOs) nfo apresentaram aumento n:

concentracdo ASP na serva do xilema (Puiatti, 1997).

tad
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Tabela 1. Composicio de aminoacidos, ALT e NO; na seiva do xilema de soja ndo-
nodulada da cultivar IAC 17, apés a transferéncia para hidropenia. Plantas cultivadas em

vermiculita com NOs™ (V+N) e transferidas ou ndo para H-N por um periodo de quatro dias.

V1 V2 V3 V6 V8

A% V+N V+N V+N V+N V+N VAN V+N V+N
+H, 0% | V+N H-N Y+N H-N V+N H-N V+N H-N
{mol %)
ASP 5,01 2,87 21,15 402 31,18 1,12 28,16 4,79 30,22

GLU 0,27 0,56 0,42 1,16 1,71 0,59 2,18 1,15 1,78
ASN 60,18 | 63,76 48,68 65,69 33,75 75,58 38,15 70,96 36,6
SER 2,01 5,78 3,16 5,87 3,52 5,25 3,72 6,75 3,86
GLN 8,71 4,16 3,01 2,56 2,89 3,74 3,25 4,75 3,12

HIS 2,35 1 303 271 2,88 332 1,35 2,19 1,71 2,25
GLY | 051 | 05 063 0,7 0,18 0,63 1,19 0,38 1,89
THR 1,33 | 1,68 1,70 1,66 3,27 1,25 3,22 0,83 2,00
ARG 143 | 2,63 258 1,53 1,54 0,92 1,47 0,7 1,87

ALA 036 | 2,12 249 1,75 2,40 0,87 1,79 0,79 3,03
TYR 441 | 0,32 070 0,44 0,90 0,33 0,63 0,27 1,76
MET | 058 | 053 087 1.3 0,41 0,75 0,95 0,56 0,68
VAL 531 | 303 344 2,59 3,68 0,26 3,75 1,07 1,11
PHE 127 | 096 134 1,18 2,00 0,71 1,01 0,52 0,68
ILE 1,71 | 2,13 1,82 1,72 1,01 0,82 2,15 0,48 1,17
LEU 113 | 1,79 1,74 1,53 2,54 0,63 1,78 0,39 1,09
LYS 126 | 089 106 0,97 1,46 0,79 0,99 0,64 0,66
GABA | 043 | 154 165 1,99 2,18 0,82 1,96 1,25 3,18
Outros | 1,74 | 166 085 0,46 1,16 1,59 1,46 2,01 2,15

(umol/mL
ALT 11,98 | §25a 7,732 | 4,93a 419b | 586a 352b 4,192 336a
NO; nd 12,492 230b | 935a 493b | 1516a 254b 1796a 156b

V representa o estadio de desenvolvimento vegetativo das plantas (Fehr er al, 1971) no qual a
transferéncia foi realizada

* Plantas mantidas em vermiculita, sem adi¢fio de solucdo nutritiva, aos 11 DAS

nd - ndo determinado

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada)

Meédias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
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3.2. Compostos nitrogenados da seiva do xilema e floema, raizes e folhas de plantas nio-
noduladas transferidas para hidroponia

Utilizando plantas ndo-noduladas no estadio V3, a investigacio do comportamento dos
aminodcidos no sistema experimental foi estendida para os demais tecidos da planta, comc
primeiro passo na teatativa de explicar os motivos da alteragdo na razio ASP/ASN na seiva dc
xilema. Nas Tabelas 2. 3 e 4 estio apresentados os teores de ALT na seiva do xilema, floema,
raizes ¢ folhas de plantas nfo-noduladas em estadio V3, mantidas em vermiculita com NOs
(V+N) e quatro dias apos a transferéncia para hidroponia com aeracio continua e solucdo sem
NOs5 (H-N).

Na seiva do xilema de plantas em H-N confirmou-se a ocorréncia de forte aumento de
ASP e redugdes nas concentragbes de ASN, ALT e NO; constatada nos experimentos
anteriores. Observou-se, também, reduciio na concentragio de GLN, juntamente com
pequenos aumentos nas concentragdes de GLU, SER, ALA e GABA. Na seiva do floema, ac
contrario da seiva do xilema, verificou-se redu¢fo na concentragio de ASP, acompanhada po
intensa reducdo da ASN e do GLU. SER, GLN e ALA tenderam a aumentar em plantas
mantidas em H-N, enquanto GABA teve sua concentrag@o pouco afetada com a transferéncic
(Tabela 2). Uma vez que ASP tende a diminuir com a transferéncia das plantas para H-N
provavelmente ndo € a reciclagem para raizes a grande responsavel pelo grande aumento ne
concentragio deste aminoacido na seiva do xilema.

Nas raizes, verifica-se pequeno aumento do teor de ASP, e forte redugdo da ASN
GLU, SER, GLN, ALA, GABA, aumentaram discretamente com a transferéncia das planta:

para H-N quando comparados com plantas mantidas em V+N (Tabela 3).
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Tabela 2. Composicio de aminoacidos, teores de ALT e NOj; na seiva do xilema e floema
de soja nio-nodulada da cultivar IAC 17 em V3, apés a transferéncia para hidroponia.

Plantas cultivadas em V+N e transferidas ou ndo para H-N, por um periodo de quatro dias.

Xilema Floema
V+N V+N YV+N VN
V+N H-N YV+N H-N
(mol %)
ASP 4,67 32,30 25,27 20,37
GLU 0,37 1,67 18,60 11,27
ASN 70,60 31,47 18,07 6,20
SER 2,20 4,23 8,50 16,27
GLN 6,80 3,57 0,90 1,97
ALA 0,80 1,80 3,47 5,03
GABA 0,63 3,27 5,43 4,73
Outros 13,93 21,69 19,77 34,17
(umol/mL)
ALT 4,04 a 1,36 b nd nd
NO; 11,84 a 0,68 b nd nd

nd - ndo determinado
Cada valor representa a média de quatro repeticdes {vasos com trés plantas cada)
Medias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
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Tabela 3. Composicio de aminoacidos, teores de ALT e NO; nas raizes de soja nio
nodulada da cultivar JAC 17 em V3, apés a transferéncia para hidroponia. Planta

cultivadas em V+N e transferidas ou ndo para H-N, por um periodo de quatro dias.

Raizes
Y+N YN
V+N H-N
{mol %)
ASP 15,78 18,35
GLU 13,16 15,36
ASN | 27,63 9,98
SER 5,85 8,57
GLN 6,26 8,23
ALA 6,52 9,72
GABA 5,74 8,50
QOutros 19,06 21,20
(pumol g/MF)
ALT 0,21a 0,19a
NOy 31,752 478 b

Cada valor representa a média de quatro repetigdes (vasos com trés plantas cada)
Medias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
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Tabela 4. Composicio de aminodcidos, ALT ¢ NO3 nas folhas de soja nio-nodulada da
cultivar IAC 17 em V3, apés a transferéncia para hidroponia. Plantas cultivadas em V+N

e transferidas ou n&o para H-N, por um periodo de quatro dias.

Folha 2 Folha 3
V+N V+N V+N V+N
V+N H-N V+N H-N
{mol %)
ASP 531 7,89 5,95 5,24
GLU 4,98 3,38 2,74 3,15
ASN 12,88 0,56 18,02 5,36
SER 4,39 4,30 4,57 6,16
GLN 8,30 1,72 5,61 3,07
ALA 6,12 473 6,24 6,17
GABA 42,11 63,54 42 46 57,95
Outros 11,90 13,38 14,40 12,90
(umol/mL)

ALT 15,07a 6,59b 14,96 a 6,23 b
NO; 59,92 a 0,61b 51,27 a 0,77b

Cada valor representa a média de quatro repeticSes (vasos com trés plantas cada)
Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukev (p < 0,05)
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Nas plantas ndo-noduladas a principal fonte de N foi o NO; presente na solugic
nutritiva “+N” (15 mM de NOy') adicionada a vermiculita. ApoOs ter sido absorvido pela
planta, NO;™ pode estar sujeito & reducio imediata e assimilagio & forma orgédnica neo tecidc
radicular, ou transportados através do xilema para as folhas. NO; também pode ser
armazenado em vactiolos, antes da reducdio ou transporte. Aminoacidos podem ser sintetizados
em raizes e transportado pelo xilema para parte aérea em desenvolvimento, ou sintetizados nc
tecido foliar e transportados pelo floema para os drenos, como sementes ou apice em
desenvolvimento (Lea & Ireland, 1999). A concentragio de NOs; enconirada na seiva dc
xilema foi cerca de 3 vezes superior & concentracdo de ALT encontradas na seiva do xilem:
das plantas ndo-noduladas mantidas em vermiculita recebendo solug@o nutrtiva com NO3
(Tabela 2), indicando que boa parte do NO;™ seria reduzido posteriormente na parte aérea d:
planta. Soja e outras espécies leguminosas tropicais, tendem a conduzir uma proporgic
substancial e constante da asssimilacdo do seu NO;™ (aproximadamente 60 %) na parte aérea
independente da concentracio externa de NO;s {Andrews, 1986).

Apbs a transferéncia para H-N a concentragio de NO;™ e ALT na seiva do xilema d:
plantas foi reduzida, sugerindo o esgotamento do NOj;™ no sistema (Tabela 2).

Nas plantas mantidas em V+N a ASN sempre foi 0 aminoacido transportado em maio
quantidade na seiva do xilema das plantas (Tabela 2). O teor de ASP na seiva do xilem:
aumentou apds a transferéncia das plantas H-N. Ao mesmo tempo, houve redugdo na
concentracOes de ASN e de GLN, apesar da concentracio de GLN encontrada ser muito baixa
McClure & Israel (1979) também observaram que em plantas de soja dependente de NO:
como fonte de N o teor de GLN encontrado no xilema também foi baixo. Ocorreram, também
pequenos aumentos nas proporgdes de ALA e GABA na seiva do xilema de plantas em H-N

quando comparadas com plantas em V+N.
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A concentragdio de ALT das raizes foi pouco alterada com o tratamento, enquanto a
concentracdo de NOs™ sofreu reducdo (Tabela 3). Com relagdo ao teor de ASP, pode-se inferir
que a mudanga no xilema seria reflexo da alteracio da propor¢ao de aminoacidos das raizes,

Observou-se que na seiva do xilema e floema e nas raizes ocorreu um incremento na
razdo ASP/ASN entretanto, apenas na seiva do floema esta mudanca ndo foi acompanhada
pelo aumento de ASP (Tabelas 2 e 3).

A idéia de que parte do ASP presente na seiva do xilema das plantas em H-N pudesse
ser retranslocado para raizes via floema, ou seja, ndo ser originado diretamente do
metabolismo das raizes ou nédulos, parece improvével, porque em plantas tratadas a
proporg¢io de ASP no floema tendeu a diminuir em plantas ndo-noduladas (Tabela 2).

Na Tabela 4 estdo apresentados a composicio e teor de ALT e NO; da 2% ¢ 3% folha a
partir da base de plantas ndo-noduladas em V+N e em plantas transferidas para H-N por
quatro dias. ASP, GLU e ALA sofreram poucas alteragdes nas duas folhas apos a transferéncia
para hidroponia. ASN e GLN sofreram reducdes nos seus teores enquanto que, GABA sofreu
aumento acentuado apoés a transferéncia para H-N.

Ocorreram decréscimos nos teores de ALT e NOs™ das folhas das plantas transferidas
para hidroponia quando comparadas com folhas de plantas mantidas em vermiculita recebendo
solugdo com N mineral (15 mM N- NOs") (Tabela 4), aparentemente um reflexo das alteragbes
no fornecimento de N pela seiva do xilema.

E importante considerar que o aumento de GABA foi apenas em proporcio, uma vez
que a concentracdo de ALT caiu pela metade, significando que em termos absolutos GABA
também diminuiu, mas bem menos que os outros aminoacidos (Tabela 4).

Quando se compara o efeito da transferéncia das plantas ndo-noduladas para H-N, nas
folhas (Tabela 4) e na seiva do xilema (Tabela 2), observou-se que o aumento de GABA nas

folhas pode ser explicado em parte pela reducdo das amidas, ASN e GLN, o que concorda com
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a reducdo destes aminoacidos na seiva do xilema das plantas apos a transferéncia para H-N
Por outro lado, ASP diminuiu nas folhas com a transferéncia para H-N, enquanto ASP tendet
a aumentar acentuadamente na seiva com a transferéncia das plantas para H-N.

E -diﬁcﬂ de explicar a alta proporcio de GABA (cerca de 42 % nas duas folhas
encontrada nas plantas controle, uma vez que este aminoacido nfio ¢ incorporado em proteina
{Vance & Heichel, 1991). Além disso, a maioria dos relatos feitos sobre este aminoécidc
apontam sua relagio com condigdes de estresse, tais como: hipoxia (Reggiani ef al., 1988)
baixa temperatura (Wallace ef af., 1984), choque térmico (Johnson ef al., 1995), aplicagio dt
acido abscisico (Reggiani ef al., 1993) e pH (Carrol ef al., 1994). A concentracio de GAB2
no xilema foi em meédia 0,6 %, de ASN 70 %, de GLN 10 %, de GLU de 0,4 % e de ASP 5 %
(Tabela 2). No floema encontrou-se em média 5.4 % de GABA, 18,06 % de ASN, 0,9 % ds
GLN, 18,6 % de GLU e de 25 % de ASP (Tabela 2). Assim muito pouco GABA chega n:
folha via xilema e pouco GABA é remobilizado para raizes, via floema. Em folhas d¢
tremogo (McNeil, 1979) e tomate (Die, 1963) também foi encontrada grande quantidade de¢
GABA, que também ndo pdde ser relacionado com os exsudatos do xilema e floema.

Os resultados obtidos permitiram comparagGes das alteragdes da seiva do xilema com :
seiva do floema, raizes e nodulos, e mostraram que o aumento da raziio ASP/ASN na seiva dc
xilema ap6s a transferéncia para hidroponia foi devido ao aumento de ASP e redugdo da ASM
apenas nas raizes. Na seiva do floema e folhas ocorreram apenas redu¢des dos teores de ASN
Portanto, uma mudanga no metabolismo de ASN nas raizes parece ser a explicagdo mai:

provavel para o aumento na razio ASP/ASN na seiva do xilema.
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3.3. Atividade de enzimas do metabolisme de asparagina em raizes de plantas nio-
noduladas transferidas para hidroponia sem nitrogénio

Tendo em vista a provavel contribuicio das raizes nas alteracdes no transporte de ASP
¢ ASN na seiva do xilema em condi¢es de deficiéncia de N em hidroponia, o préximo passo
foi verificar a atividade de algumas enzimas envolvidas no metabolismo destes aminodcidos.
Foram estudadas as enzimas AAT, GOT, PEPcase e ASNase (Figura 1). A enzima AS
também foi estudada, porém a atividade desta enzima foi muito baixa nas raizes (Capitulo 1),

As atividades da AAT e GOT representam a atividade da AAT/GOT em dois sentidos,
formagdo do GLU e ASP, respectivamente. A enzima catalisa a transaminacio reversivel do
ASP e Z-oxoglutarato para formar oxalacetato e GLU. Os substratos da AAT estdo
centralizados no metabolismo do carbono/nitrogénio das células (Stephens ef al, 1998) e,
portanto, possuem numerosas fungBes metabolicas. Na assimilagio da amdnia, a enzima AAT
¢ responsavel pela producdo de ASP a partir do GLU produzido pelo sistema GS/GOGAT
(Ireland & Joy, 1990). O ASP formado pode dar origem a outros aminoécidos protéicos pela
agdo de ouiras transaminases ou servir de substrato para biossintese de ASN. Para sintese de
ASP, além de GLU ¢ necessario AOA, que ¢ produzido pela PEPcase, por meio da
carboxilagdo C/N, produzindo esqueletos carbdnicos para sintese de aminoécidos.

A asparaginase € outra enzima chave no metabolismo de ASN, sendo responsavel pela
hidrélise de ASN em ASP e NH,™ (Ireland & Joy, 1990). |

As atividades de AAT e GOT sofreram redugdes nas raizes de plantas transferidas para
H-N em relacdo as plantas em V+N (Figuras 1A e 1B). A atividade da AAT sofreu redugio
somente no terceiro dia apos a transferéncia, enquanto que a atividade da enzima GOT sofreu

reducdo logo no segundo dia (Figuras 1A ¢ 1B).
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Figura 1. Atividade das enzimas {(A) AAT, (B) GOT, (C) PEPcase e (D) ASNase em
extrato de raizes de soja nfio-nodulada (cultivar IAC 17 em V3), cultivada em V+N e apos

a transferéncia ou ndo para H-N. Barras = Erro padrio, n=4.
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A enzima PEPcase em raizes também apresentou decréscimo na atividade em plantas
transferidas para H-N quando comparadas com plantas mantidas em V-+N (Figura 1C).
Entretanto, essa reduco foi observada somente no terceiro dias apos a transferéncia.

A atividade da enzima ASNase (Figura 1D) em raizes ndc se alterou apds a
transferéncia das plantas para H-N.

Conclui-se que nenhuma dessas enzimas parece ser responsavel pelas alteragdes no
transporte de ASP e ASN pelo xilema. Pelo contrario, a queda na atividade de PEPcase
deveria prejudicar a formagdo de ASP em fungio da menor producio de AGA.

Os dados referentes ao transporte de compostos nitrogenados na seiva do xilema das
mesmas plantas usadas no estudo com enzimas estfio apresentados na Tabela 5. A mudanca na
razao ASP/ASN na seiva do xilema, quatro dias em H-N, esta de acordo com os experimentos
anteriores e mostra repetibilidade do sistema experimental. Neste experimento os dados sobre
a composicdo em aminoacides vdo além dos experimentos anteriores e acrescentam
informagbes sobre sua evolugdo no tempo. A transferéncia das plantas para H-N causou
alteragBes gradativas na propor¢do de ASN e ASP, iniciadas a partir do segundo dia da
transferéncia das plantas (Tabela 5). Uma cinética semelhante foi observada para
concentragdes de NOy (Figura 2A) e de ALT (Figura 2B) na seiva do xilema das plantas, ou
seja, reducSes ocorreram 2 dias ap0s a transferéncia das plantas para H-N. Reducdo gradativa
do NOj transportado na seiva do xilema pode representar a mobilizacdo e esgotamento de
NO; armazenado nas raizes da planta. Desta forma, a mudanca na razio ASP/ASN inicia com

o0s primeiros sinais de esgotamento do NO3™ enddgeno.
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Tabela 5. Composicio de aminodcidos da seiva do xilema de soja nfc-nodulada da
cultivar TAC 17 no estidio V3, apds a transferéncia para hidroponia. Plantas cultivadas

em vermiculita V+N e transferidas ou nfo para H-N durante quatro dias.

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias
Y +N H-N YV +N H-N YV +N H-N YV +N H-N
(mol %)

ASP 2,44 430 1,63 10,27 1,55 15,73 3,48 3585
GLU 1,18 2,40 1,00 2,76 2,33 1,23 1,48 2,67
ASN 72,49 72,45 79,05 34,53 74,39 41,76 75,48 3325
SER i,12 2,73 0,50 3,69 1,68 4,79 1,09 3,85
GLN 9,58 3,75 8,10 4,58 7,18 5,13 5,74 2,70
ALA 0,74 0,93 0,49 2,46 0,59 2,05 0,86 1,55
GABA 0,70 1,00 0,83 5,58 0,80 1,10 0,52 2,56
Qutres | 11,76 12,43 7,00 16,13 11,49 28,21 11,35 17,58

Cada valor representa a média de quatro repetices (vasos com trés plantas cada)
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Figura 2, Concentracbes de NO; (A) e ALT (B) na seiva do xilema de soja ndc-nodulada
da caltivar [AC 17 no estaddic V3, apés a transferdncia para hidropenia. Plantas
cultivadas em V+N e transferidas ou ndo para H-N durante quatro dias. Barras = Erro padrio,

n=4,
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3.4. Compostos nitrogenados na seiva do xilema e raizes de plantas nio-noduladas
transferidas para hidropenia com e sem nitrogénio, seguida da adicie de solucio com
5 mM de NO3 em plantas que receberam soluciio sem nitrogénio

Com o objetivo de verificar se a planta de soja ndo-nodulada ap6s passar por periodo
com baixa concentracio de ASN (H-N) e alta concentracio de ASP no xilema, poderia
recuperar a concentragio de ASN no xilema, foi feita adiciio de 5 mM de NO5™ (solugdo “+N”
1/3 diluida) na solu¢@o nutritiva das plantas mantidas em hidroponia quatro dias sem N. Ac
mesmo tempo, como controle, plantas removidas da V+N foram transferidas para hidroponiz
contendo 5 mM de NG5 (H+N), e a solucio renovada apos quatro dias. Com isto, pretendia-se
verificar se a alteragio da razio ASP/ASN na seiva do xilema € causada pela mudanga nc
sistema de cultivo. Os resultados obtidos para composicio da seiva do xilema séc
apresentados na Tabela 6. Sdo trés tratamentos, o primeiro, VN, diz respeito as plantas
mantidas em vermiculita cultivadas com 15 mM de NOj, o segundo, H-N/H+N, plantas
transferidas para hidroponia sem N e depois adicionado 5 mM de NO;™ na solugio nutritiva e.
o terceiro, H+N, plantas transferidas diretamente para hidroponia em solugio com 5 mM de
NOs5.

Como pode ser observado (Tabela 6, H-N), o aumento de ASP foi gradativo, e s¢
comegou a ocorrer no segundo dia apos a transferéncia das plantas da hidroponia sem N. Ac
final de quatro dias na hidroponia sem N, as plantas apresentavam cerca de 33 % ASP contr:
21 % de ASN no xilema. Um dia apos a adigdo do NO;™ (Tabela 6, H-N/H+N § dias) houvs
plena recuperagio da concentracio de ASN, que aumentou para 67 % enquanto a concentragac

de ASP decresceu para 8 %. ASP continuou decrescendo com o tempo, apds a adigio do NO3
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Tabela 6. Composi¢iio de aminodcidos (mol %) na seiva do xilema de soja nio-nodulada

da cultivar JAC 17 no estidio V3, apés a transferéncia para hidroponia. Plantas

cultivadas em vermiculita V+N e transferidas ou ndo para H-N.

1 dia 2dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias 8 dias
V +N V +N V +N V+N V+N V +N V +N V +N
ASP 2,77 3,54 3,25 5,15 433 3,12 4,98 3,47
GLU 1,07 0,99 1,20 0,56 0,98 1,05 0,95 0,89
ASN 69,05 68,75 70,72 69,50 71,25 69,78 70,12 69,78
SER 8,50 6,32 7,35 3,35 4,69 5,20 4,36 5,63
GLN 5,84 3,24 4,72 4,60 3,25 4,61 3,16 4,65
ALA 0,89 1,40 1,20 0,61 2,10 1,02 2,01 1,75
GABA 0,45 0,60 0,80 0,65 1,00 0,87 0,78 0,64
Outros 11,42 15,16 10,76 13,38 12,40 14,35 13,64 13,19
1 dia 2dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias 8 dias
H-N H-N H-N H-N H+N H+N H+N H +N
ASP 5,35 11,19 13,81 33,17 8,06 7,24 5,12 3,49
GLU 2,78 2,57 4,69 7,27 1,75 1,30 0,96 0,40
ASN 70,27 58,77 48,08 21,00 67,44 54,17 59,86 66,58
SER 1,47 1,94 4,20 5,63 2,66 2,05 1,17 0,97
GLN 1,67 2,49 2,43 1,95 2,05 5,93 9,61 7,18
ALA 0,96 1,44 3,12 3,12 0,97 1,20 0,95 0,59
GABA 2,03 4,50 8,09 8,92 1,47 2,29 1,55 1,02
Outros 15,48 17,10 15,57 18,94 15,60 25,82 20,80 19,76
1 dia 2dias 3 dias 4 dias S dias 6 dias 7 dias 8 dias
H+N H +N H +N H+N H +N H+N H+N H +N
ASP 2,09 1,78 2,22 1,78 2,10 1,57 1,93 2,11
GLU 1,17 1,25 1,12 1,26 1,63 1,65 1,12 1,32
ASN 80,15 82,33 79,95 81,63 80,75 81,68 80,63 78,63
SER 0,65 1,23 0,78 0,90 0,89 0,94 0,67 0,72
GLN 1,39 1,36 1,20 0,96 1,13 1,40 1,23 1,15
ALA 0,66 0,75 0,69 1,20 0,63 0,78 0,86 0,92
GABA 1,01 1,20 1,15 0,69 0,65 0,69 0,72 0,93
Outros 12,89 10,10 12,89 11,58 12,22 11,29 12,84 14,22

Cada valor representa a media de quatro repeticSes (vasos com trés plantas cada)
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Quando plantas foram transfenidas H+N ndo se verificou aumento de ASP e redugio
da ASN na seiva do xilema, como quando ¢ feita transferéncia para H-N. Ao contrério,
verifica-se que ASN tendeu a aumentar e ASP tendeu a diminuir, quando essas plantas sdo
comparadas com plantas controle (Tabela 6). O que afeta as concentragdes destes
aminoacidos € a presencga ou nfo do NOs™ na solugdo nutritiva. Qutro dado importante € que
no sistema hidropdnico utilizado, mantido sob aeragfo continua, foram encontrados valores
suficientemente altos de saturagio O,, capazes de manter bom nivel de O, disponivel para
raizes da planta (83,4 e 84,2 %, para solucio sem N e com N, respectivamente). Por esses
valores pode-se observar que a presenga ou auséncia de NO;3™ na solugio nutritiva ndo afeta a
saturacio de O,

A concentragio de NO;" na seiva do xilema das plantas transferidas para H-N declinou
rapidamente até o terceiro dia apés a transferéncia, mantendo-se constante no quarto dia
(Figura 3A), provavelmente em fungio da auséncia do NO; na solugdio nutritiva. Apos a
adicio do NO3 , houve um rapido aumento do NO;3 na seiva do xilema das plantas, mas
somente depois de dois dias a concentragdo do NO;™ atingiu a concentragio de V+N.

No tratamento H+N, nos primeiros quatro dias apos a transferéncia, a concentragio de
NOj na seiva do xilema foi superior as concentragdes em V+N (Figura 3A). E possivel que a
disponibilidade de NO;™ no sistema hidropénico tenha sido inicialmente maior do que na
vermiculita, embora isto ndo refletir no teor de NO5” nas raizes (Figura 4A).

A composi¢io de aminoacidos nas raizes de plantas dos tratamentos V+N, H-N/H+N ¢
H+N estio apresentadas na Tabela 7. No tratamento H-N/H+N, ocorreu aumento de ASP ¢
uma diminui¢do do teor de ASN das raizes das plantas durante o periodo da auséncia de NOs™
A reducio do teor de ASN iniciou-se no terceiro dia apés a transferéncia, contrario do xilems
(Tabela 6), cuja redugdo ocorreu ja no segundo dia da transferéncia. Apos adigdo de NO;

ocorreu aumento imediato do teor de ASN e decréscimo do teor de ASP, atingindo os niveis
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de V+N logo no primeiro dia (Tabela 7), semelhante aos dados para recuperaciio na seiva do
xilema (Tabela 6).

No tratamento H+N o teor de ASN manteve-se mais alto que em V+N nos dois
primeiros dias apOs a transferéncia, talvez em funcio da maior absorcdo de NQj', indicada
pelos dados do xilema (Tabela 7). Depois, o teor de ASN manteve-se proximo de V+N. O
teor de ASP neste tratamento n3o sofreu alteracdes.

O teor de NOy™ das raizes no tratamento H+N nio diferiu do controle (V+N) em
nenhum dos tempos estudados (Figura 4A). No tratamento H-N/H+N, no periodo de auséncia
de NOsna solugio nutritiva (H-N), houve queda gradativa e acentuada do teor de NOs™ das
raizes ¢ no primeiro dia apés o retorno do NQO;™ na solugio nutritiva (H-N/H+N 5d), houve
praticamente completa recuperagio do teor deste composto nas raizes (Figura 4A).

Os teores de ALT das raizes nfio apresentaram nenhuma variacio claramente associada
aos tratamentos além disso, as grandes variagbes com o tempo dificultam uma interpretagio

mais segura (Figura 4B).
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Tabela 7. Compeosicio de aminodcidos (mol %) em raizes de soja nio-nodulada da

cultivar TAC 17 no estadio V3, apos a transferéncia para hidroponia. Plantas cultivadas

em V+N, transferidas ou ndo para H-N e com solugdo com NOsy (H+N).

1 dia 2dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias 8 di

V +N V +N V +N V+N V+N V +N V +N V+
ASP 15,23 13,63 16,42 15,42 14,35 16,32 13,28 15,¢
GLU 13,28 15,36 14,06 14,36 15,63 15,32 14,52 14,-
ASN 29,18 30,12 31,15 28,56 29,36 28,75 27,65 31,2
SER 6,88 6,09 6,03 6,02 6,02 6,03 6,18 5,9
GLN 4,53 5,36 6,02 4,96 4,35 4,56 5,18 5,0
ALA 5,75 5,03 5,06 4,96 6,25 7,02 7,03 5,1
GABA 7,02 8,51 8,12 7,02 9,25 3,01 8,72 6,6
Qutros 18,16 15,90 13,14 18,70 14,79 13,99 17,44 15,

1 dia 2dias 3 dias 4 dias S dias 6 dias 7 dias 8 di

H -N H -N H -N H-N H+N H+N H +N H +
ASP 16,22 19,36 20,36 20,36 16,35 16,18 15,32 17.:
GLU 11,25 14,07 16,12 15,96 9,32 12,36 11,26 11,
ASN 25,63 24,05 15,36 11,14 28,36 28,20 29,36 32,
SER 6,96 6,75 - 9,25 9,65 8,23 7,36 7.89 6,3
GLN 6,26 5,36 7,86 8,13 5,36 6,69 6,56 58
ALA 9,86 0,63 7,26 9,63 5,63 7,36 6,30 5,6
GABA 6,56 5,98 6,32 7,53 8,79 7,18 7,35 6,1
Outros 17,26 14,8 17,47 17,6 17,96 14,67 15,96 15,

1 dia 2dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias 8 di

H-N H-N H-N H-N H+N H+N H+N H 4
ASP 16,53 14,25 15.23 13,12 14,56 15,38 16,02 14,
GLU 11,12 9,78 13,45 12,63 13,65 12,21 16,03 15,4
ASN 35,72 34,53 32,56 33,12 30,12 20,36 32,56 31,
SER 5,12 6,23 5,69 5,32 5,01 6,98 5,69 5,6
GLN 3,21 4,52 5,98 4,97 6,02 5,06 4,36 4,5
ALA 7,35 6,25 6,12 5,03 5,26 6,25 5,63 5,6
GABA 6,51 7,22 7.03 8,12 8,07 6,98 6,22 5,3
Outros 14,44 17,22 13,94 17,69 17,31 17,28 13,49 17,

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada)



Coletivamente, baseado nas atividades enzimaticas e nos teores dos compostos
nitrogenados na seiva do xilema pode-se levantar uma hipotese para a forte reducio da
concentracdo de ASN e aumento de ASP. Com a reducdo gradativa dos teores de NO; nas
raizes e das concentragdes de ALT e NO3 na seiva do xilema das plantas apés a transferéncia
para hidroponia sem N, é possivel que ocorra decréscimo na assimilacdo da amdnia orjunda da
redugdo do NOs:” e NO;. Tal situagio é plausivel, mesmo nio tendo ocorrido reducic
significativa do teor de ALT nas raizes. Isto porque mesmo nas plantas controle, os teores
destes compostos sdo muito baixos, indicando que os produtos da assimilacdo de NOj sdo
rapidamente transferidos para o xilema. O discreto aumento no teor de ASP e diminui¢do da
ASN nas raizes das plantas em H-N, comparados com as alteragGes marcantes na seiva do
xilema também indicam um processo seletivo e eficiente na transferéncia de aminoacidos para
o xilema. Pelos dados obtidos do floema (Tabela 2), a contribuigdo da reciclagem de
aminoacidos da parte aérea parece ser minima, o que reforca a importancia do fendmeno no
processo assimilatorio nas raizes. Os dados das enzimas PEPcase e GOT (ambas relacionadas
com a sintese ASP) mostram uma queda nas atividades em condicdes onde ASP aumenta,
sugerindo que este aumento em ASP ndo é simplesmente resultante de aumento na formacio
de ASP. S#o duas as alternativas bésicas para explicar 0 aumento na razio ASP/ASN pela
alteragdo no metabolismo de ASN: menor sintese ou maior degradagiio. Como a atividade da
ASNase ndo mudou, sugere que ndo envolva degradacio. Infelizmente, evidéncias diretas para
-menor sintese ndo foram obtidas, pois ndo foi possivel quantificar a atividade da AS nas raizes
devido sua baixa atividade (Capitulo 1), embora no nédulo tal declinio tenha sido observado
(Capitulo 3). Talvez seja necessario recorrer a técnicas de biologia molecular para obter
informages sobre AS nas raizes, pois alteragdes na expressio do gene para sintese de AS de

raizes de soja ja foram verificadas através de tais técnicas (Hughes er al, 1997).
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Os resultados também nos mostram que todas as alteragdes ocorridas nas raizes e seiva
do xilema sdo recuperadas rapidamente apos a reposicio do NOj', sugerindo que as alteragdes
enzimaticas também desaparecam da mesma maneira.

As pequenas alteragdes ocorridas na planta apés a transferéncia para hidroponia
indicam que o simples fato de transferir plantas ndo-noduladas para hidroponia com NO;™ néo

causou nenhum impacto negativo no metabolismo do N das plantas.
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4. CONCLUSOES

ASN fol o principal aminodcido transportado na seiva do xilema das plantas de s0ja
ndo-noduladas, cultivadas em vermiculita com NOs™.

O aumento da razdo ASP/ASN na seiva do xilema apos a transferéncia das plantas ndo-
noduladas para H-N foi relacionado com a deficiéncia de N, com mudancas nestes
aminoacidos nas raizes, mas pouco ou nada relacionado com a reciclagem de aminoécidos, e
possivelmente, por eliminagio de alternativas, com a sintese de ASN a partir de ASP via AS
nas raizes.

Houve completa recuperagio dos teores de ASN nas raizes e na seiva do xilema

rapidamente apos adi¢io de NO3 ™ a solu¢io nutritiva.
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CAPITULO 3

EFEITO DA TRANSFERENCIA DE SOJA NODULADA PARA HIDROPONIA

SOBRE O TRANSPORTE E METABOLISMO DE NITROGENIO



1. INTRODUCAO

Leguminosas, como soja, tém a capacidade de adquirir N de duas fontes distintas: N
inorgénico, presente na solugdo do solo, e N; atmosférico, por meic da simbiose com rizdbios.
(Blumenthal ef al., 1997).

Na simbiose entre leguminosas e rizobios ocorre uma complexa interagdo na qual a
bactéria infecta as células da planta dentro de um tecido central de um 6rgio especializado, ¢
nddulo. A bactéria oxida aglicares fornecidos pela planta para fixar N,, transferindo a NHy
produzida para o citossol das células infectadas da planta (Atkins er al, 1992), onde ¢
incorporada a aminoacidos, e estes podem, dependendo do tipo de planta, ser transformados
em ureideos.

Em soja, cerca de 70-90 % do N fixado pelo nodulo € transportado na seiva do xilema
para parte aérea na forma de ureideos, acido alantoico e alantoina (McClure & Israel, 1979;
Streeter, 1979). URE sdo formados a partir da oxidagdo das bases purinas, xantina e
hipoxantina, que sfo derivadas da sintese de novo dos nucleotideos purinicos (Atkins ef al.
1980b). O restante do N transportado via xilema em grande parte via xilema na forma de ASN,
GLN tambem pode ser transportada em quantidades relativamente grandes na seiva do xilems
de plantas noduladas (McClure & Israel, 1979).

Foi observado que a transferéncia de plantas noduladas cultivadas em vermiculita serr
N (V-N) para hidroponia (H-N) causa um forte aumento na razdo ASP/ASN e redugio ne
concentracdo de URE na seiva do xilema (Puiatti & Sodek, 1999). Os objetivos deste estudc
foram: verificar se o aumento da razdo ASP/ASN esta relacionado com a eficiéncia da fixagéc
de N; verificar se esta associado a alteragdes nos compostos nitrogenados da seiva do floema,
raizes, nodulos e folhas da planta; verificar se o aumento, é consegiiéncia da alteragiio das

atividades de enzimas, AAT, PEPcase, ASNase ¢ AS; verificar se as alteragdes enzimaéticas
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estdo relacionadas com a composicdo da seiva do xilema, das raizes e dos nddulos da planta; e
verificar se os teores de ASN e ASP podem ser recuperados com os tratamentos de replantio

em vermiculita e adi¢io de NOy~.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal e Condi¢des de Cultive

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacio em condigdes naturais de luz
e temperatura. Para tal, sementes de soja (Glycine max (L.} ¢v. IAC-17) foram colocadas para
germinar diretamente em vasos plasticos contendo 3 L de vermiculita. Foram colocados pratos
sob 08 vasos, para reter pequena quantidade de dgua ou solugfo nutritiva.

As pléntulas foram inoculadas com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS 463 (=SEMIA
5019), mantida originalmente pelo Instituto Agronémico de Campinas e multiplicade
posteriormente no nosso laboratério em condigdes adequadas, utilizando-se 0 meto de cultura
Norris & Date (1976). As inoculagBes foram feitas trés vezes seguidas, a cada dois dias, com
2 mL de meio liquido em tormo do colo da planta, a partir de VO (Fehr et al., 1971), sendo que
logo em seguida, foram distribuidos 50 mL de agua deionizada por vaso para espalhar o
indculo.

As solucBes nutritivas sem N (-N) e com N (+N) foram preparadas baseadas na
solugdo de Hoagland & Amon (1950). Durante o cultivo, foram fornecidos 250 ml. da
solugio  nutritiva -N, duas vezes por semana. No periodo de deficiéncia de N (do
amarelecimento da planta até inicio do "enverdecimento"), as plantas receberam 0,15 mM de
NO5 (10 mL de solugdio +N por L de solugéo -N) .

IrrigacGes, quando necessarias, foram realizadas com agua de torneira.

No periodo de outono/inverno, as plantulas, foram mantidas até 14 DAS sot
fotoperiodo longo (18 horas luz / 6 horas escuro) para evitar o florescimento precoce. Nc
periodo do ver3o, as pléntulas a partir do estadio VO permaneceram 6 dias sob fotoperiodc

curto (8 horas luz/ 16 h oras escuro), para adiantar a indugio do florescimento.
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Plantas no estadio reprodutivo R2 ou R3 (Fehr er al, 1971) e com nodulagio
abundante foram transferidas para um sistema de hidroponia. Para este fim, o sistema
radicular foi lavado cuidadosamente com &gua para remover o excesso de vermiculita, trés
plantas acomodadas em vasos de 3 L, inicialmente com solu¢io nutritiva -N, € o sistema
mantide sob aeragio continua, por meio de um tubo flexivel ligado & tubulacic de um
compressor de ar.

No periodo no qual as plantas foram mantidas em hidroponia, somente foram feitas
trocas de solu¢io quando houve alteragiio na concentragio do NOj3™ de 0 para 5 mM. O volume
inicial da solu¢lio no vaso foi restabelecido diariamente com a adi¢fo de 4gua destilada. O pH
da solugdo foi monitorado com um pHmetro portatil e ajustado para valores de 6,0 + 0,2, com

solugdo H:SO4 1 N.

2.2. Métodos analiticos
2.2.1, Coleta da seiva do xilema

Idem ao item 2.2.1 do Capitulo 2.

2.2.2. Coleta da seiva do floema

Idem ao item 2.2.2 do Capitulo 2.

2.2.3. Coleta, extracio e anilise dos compostos nitrogenados de raizes, nédulos e folhas
Idem ao item 2.2.3 do Capitulo 2, executando os mesmos procedimentos para o

nodulo.

2.2.4. Dosagem de ALT

Idem ao item 2.2.4 do Capitulo 2.
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2.2.5. Dosagem de URE totais (URE)

A determinagio da concentragdo de URE na seiva do xilema e dos teores de extrato de
raizes, nédulos e folhas foram feitas conforme proposto por Vogels & Van Der Drift (1970).
Foi misturado 0,75 mL de cada amostra (seiva do xilema ou extrato adequadamente diluidc
com 4gua) ou do padrio alantoina (0-100 nmol), em tubos de ensaio, 2 0,25 mL de hidroxide
de sodio. Os tubos foram agitados, tampados com bolinha de gude e colocados em banho-
maria a 100°C por 8 min. Apés o resfriamento foram acrescentados 0,25 mL de HCI 0,65 N
os tubos agitados, tampados com bolas de gude e colocados novamente em banho-maria ¢
100°C, por 4 min. Ap6s resfriamento em bancada, adicionou-se 0,25 mL de tamp@o fosfatc
0,4 M, pH 7,0, 0,25 mL. de fenilhidrazina 0,33 %, e os tubos foram agitados e mantidos en
repouso por 5 min. Pésteriormente, os tubos foram resfriados a 0°C por 5 min, e adicionado:
1,25 ml de HCI concentrado, previamente resfriado a 0°C, e feita agitacio dos tubos
Acrescentaram-se, ent3o, 0,25 mL de ferricianeto de potassio e fez-se nova agitagdo dos tubos
Apos 15 min de repouso foi feita a leitura da absorbancia a 535nm, sendo feitas trés repeti¢be

para cada padro, amostras de seiva ou extrato.

2.2.6. Dosagem de NO;y’

Idem ao item 2.2.5 do Capitulo 2.

2.2.7. Separaciio de aminoacidos livres por HPLC

Idem ao item 2.2.1.3 do Capitulo 1.



2.2.8. Determinacio das atividades enzimiticas
2.2.8.1. Extracio de enzimas

Para extra¢do de enzimas, primeiramente os nodulos foram lavados com &gua para retirar a
vermiculita, secos com papel absorvente e feita uma selecio com objetivo de evitar utilizar
nodulos muitos pequenos, ou em senescéncia {com coloragio marron). Apds a pesagem, os
nodulos foram levados para cdmara fria (4°C), onde foi feita maceragdo com tampido de

extragdo, conforme os procedimentos definidos no item 2.2.7.1 do Capitulo 2.

2.2.8.2, Dosagem da atividade da AAT

Idem ao item 2.2.7.2 do Capitulo 2.

a) Sentido de formacio do GLU (AAT)
Idem ao item 2.2.7.2 a do Capitulo 2, utilizando-se nédulos e 50 uL. de extrato protéico

dessalinizado no ensaio.

b) Sentido de formacio de ASP (GOT)
Idem ao item 2.2.7.2 b do Capitulo 2, utilizando-se nddulos e 50 uL de extrato protéico

dessalinizado no ensaio.

2.2.8.3. Dosagem da atividade da PEPcase

Idem ao item 2.2.7.3 do Capitulo 2, utilizando-se nédulos e 75 L de extrato protéico

dessalinizado no ensaio.
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2.2.8.4. Dosagem da atividade da ASNase
Idem ao 1tem 2.2.7.4 do Capitulo 2, utilizando-se nddulos e 500 pL de extrato protéico

dessalinizado no ensaio.

2.2.8.5. Dosagem da atividade da AS

A extragéo foi feita conforme definido no item 2.2.2.1 do Capitulo 1.

A dosagem da atividade da enzima AS seguiu os procedimentos do item 2.2.2.2 do
Capitulo 1, entretanto com modificagdes no meio de reagio que passou a ser constituido de 10
mM de GLN, 30 mM de ATP, 16 mM de ASP, 10 mM de MgCl,, 2 mM de DTT e 0,1 mM de

EDTA, Hepes 50 mM pH 7,75, 400 ul do extrato dessalinizado, em volume total de 500ulL.

2.2.8.6. Dosagem de proteinas

Idem ao Capitulo 1 item 2.2.3.

2.3. Nivel de Oxigénio

Idem ao item 2.2.8 do Capitulo 2.
2.4. Delineamento Experimental ¢ Analise Estatistica

Idem a Capitulo 1 item 2.3.

O contrele dos experimentos foi sempre plantas mantidas em vermiculita.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1. Compostos nitrogenados da seiva do xilema em plantas noduladas transferidas para
hidroponia em diferentes estidios de desenvolvimento

Com objetivo de estabelecer o estadio mais adequado para se transferir plantas
noduladas para hidroponia sem N, foi feito um experimento no qual as plantas foram
transferidas para hidroponia em dois estadios reprodutivos distintos, R2 e R3 (Fehr ef ai,
1971). Neste caso, optou-se por utilizar plantas no estadio reprodutivo porque obedecendo ao
sistema de cultivo estabelecido no item 2.1, a planta no estadio reprodutivo ja tinha atingido a
plena fixagio do N.

ASN, seguida de GLN, foram os aminoacidos encontrados em maior concentracdo na
seiva do xilema das plantas noduladas (V-N). A transferéncia das plantas para hidroponia (H-
N} resultou no aumento da concentragio de ASP, e diminui¢do de ASN e GLN, em R2 ¢ R3
(Tabela 1). Ocorreram poucas variagdes na concentracio de ALT, entretanto a concentracdo
de URE foi bastante reduzida apés a transferéncia das plantas, quando comparada com plantas
mantidas em vermiculita (Tabela 1).

Em plantas noduladas, a presenga de alta concentragio de GLN (Amarante & Sodek,
dados ndo publicados) € URE (McClure & Israel, 1979; Streeter, 1979) na seiva do xilema das
plantas mantidas em vermiculita indica eficiéncia na fixagio do N. A transferéncia das plantas
para H-N levou a reduc¢do na fixagdo do N, evidenciada pela menor concentragdo de GLN ¢
URE na seiva do xilema (Tabela 1). O aumento de ASP pode ser exphicado pela queda nas
concentragdes de ASN e GLN. A reducio na concentragdo da GLN foi maior do que na da

ASN, tanto em R2 quanto em R3 (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicio de aminoacidos, concentracdes de ALT e URE na seiva do xilema
de soja nodulada da cultivar JIAC 17, apés a transferéncia para hidroponia. Plantas

cultivadas em V-N e transferidas ou ndo para H-N por um periodo de quatro dias.

R2 R3
V-N V-N V-N V-N
V-N H-N V-N H-N
(mol %)
ASP 6,89 28,36 8,78 27,39
GLU 2,36 1,12 0,73 2,11
ASN 46,86 31,25 4225 38,78
SER 56 4,18 6,15 4,06
GLN 18,36 3,18 19,72 2,67
HIS 1,73 2,18 3,69 2,36
GLY 2,35 2,36 2,76 2,68
THR 1,27 2,78 1,02 1,62
ARG 1,23 2,35 1,06 0,96
ALA 2,72 3,12 2,89 3,01
TYR 0,58 0,78 0,95 0,56
MET 0,59 0,96 0,63 1,27
VAL 2,98 3,33 2,69 4,14
PHE 1,29 1,56 0,38 0,59
ILE 0,59 2,07 0,37 0,78
LEU 0,56 2,01 0,31 1,53
LYS 0,72 1,98 1,06 0,69
GABA 1,25 3,36 2,78 3,01
Outros 2,07 3,07 1,78 1,79
(mol/mL)

ALT 4,63 a 433a 4,42 a 2,26 b
URE 13,75 2 6,30 b 12,552 1,49 b

R representa o estadio de desenvolvimento reprodutivo das plantas (Fehr e al,, 1971) no qual a
transferéncia foi realizada

Cada valor representa a média de quatro repeti¢des (vasos com trés plantas cada)

Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
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Os resultados mostraram que assim como em plantas de soja ndo-noduladas (Capitulo
2, Tabela 1), o aumento de ASP na seiva do xilema de plantas de soja noduladas ¢
independente do estadio de desenvolvimento em que a transferéncia foi realizada (Tabela 1).

O estadio R2 foi escothido para a transferéncia das plantas para H-N. Apesar de que
nesse estadio as plantas apresentarem massa radicular muito grande, dificultando a lavagem ¢

a retirada dos nédulos, € garantida alta taxa de fixagcdo do Nj.

3.2. Compostos nitrogenados da seiva do xilema e floema, raizes e folhas de plantas
noduladas transferidas para hidroponia

Utilizando-se plantas noduladas no estadio R2, a investigacio do comportamento dos
aminoacidos no sistema experimental foi estendida para os demais tecidos da planta, como
passo seguinte na tentativa de explicar os motivos da alteracio na razio ASP/ASN na seiva do
xilema. Os efeitos da transferéncia de plantas de soja noduladas (V-N) em R2 para hidroponia
com aeragao sem NOs™ (H-N) nos compostos nitrogenados da seiva do xilema, floema, raizes,
nodulos e folhas, sdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.

Os dados da seiva do xilema confirmaram os resultados obtidos anteriormente.
Primeiro, que em plantas de soja noduladas em V-N, o amino4cido mais transportado na seiva
do xilema foi ASN, seguido de GLN e ASP (Tabela 2); segundo, que a transferéncia destas
plantas para H-N resultou em redugdes nos teores de ASN e GLN, e aumentos nos teores de
ASP, ALA ¢ GABA; e terceiro, que a concentragio de URE sofreu reducio com a

transferéncia das plantas para hidroponia (Tabela 2).
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Tabela 2. Composicio de aminoacidos, concentracdes de ALT e URE na seiva do xilema
e floema de soja nodulada da cultivar IAC 17 no estadio R2, apés a transferéncia para

hidreponia. Plantas cultivadas em V-N e transferidas ou ndo para H-N por um periodo de

quatro dias.

Xilema Floema
V-N V-N V-N ¥V -N
V-N H-N V-N H-N
{mol %)
ASP 6,67 24,80 23,10 19,33
GLU 2,13 2,70 17,97 10,70
ASN 52,70 35,23 16,73 10,97
SER 5,07 6,20 11,80 15,67
GLN 15,13 4,17 0,83 2,33
ALA 0,70 3,10 4,37 6,93
GABA 2,53 4,77 4,53 4,10
QOutros 15,07 19,03 20,67 29,97
(umol/mL)

ALT 536a 2,4b nd nd
URE 935a 1,71b nd nd

nd - ndo determinado
Cada valor representa a média de quatro repeticBes (vasos com trés plantas cada)
Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
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Tabela 3. Composicio de aminodcidos, teores de ALT ¢ URE em raizes e nédules de soja
nodulada da cultivar JAC 17 no estadio R2, apés a transferéncia para hidroponia. Plantas

cultivadas em V-N e transferidas ou nio para H-N por um periodo de guatro dias.

Raizes Ndédulos
V-N V.N V-N V-N
V-N H-N V-N H-N
{rnol %)
ASP 16,17 18,15 7.35 8,96
GLU 15,95 16,58 16,25 19,25
ASN 17,82 6,85 18,13 4,75
SER 10,45 6,17 11,35 10,13
GLN 7,78 3,63 1,15 0,93
ALA 7.38 9,25 10,18 15,65
GABA 9,12 12,13 14,45 17.01
Outros 15,33 27,24 21,14 23,32
(pmol/g MF)

ALT 3.14a L17b 2143 a 19,97 a
URE 2.16a 1,78 a 3,54 a 305a

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada)
Médias seguidas da mesma letra, na linha, néo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
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Tabela 4. Composicio de aminoacidos, teores de ALT e URE nas folhas de soja nodulada
da cultivar JAC 17 no estidio R2, apoés a transferéncia para hidroponia. Plantas

cultivadas em V-N e transferidas ou niio para H-N por um periodo de quatro dias.

Folha 2 Folha 5 Folha?
V-N V-N V-N V-N V-N V-N
V-N H-N V-N H-N V-N H-N
{mol %)
ASP 11,11 12,21 13,74 16,42 14,10 15,20
GLU 16,92 18,63 8,86 15,33 7,12 991
ASN 1,06 2,51 0,57 1,70 1,08 0,73
SER 5,40 8,34 5,41 9,39 5,35 6,69
GLN 351 1,38 228 3,21 5,02 1,09
ALA 11,28 8,74 9,87 4,99 9,79 12,64
GABA 39,85 2363 50,69 25,57 32,59 22,24
Outros 10,86 24,55 8,58 23,39 2494 31,21
(nmol/mL)
ALT 4,03 a 493 a 8,02a 812a 10,65 a 6,11b
URE 0,80 a 0,67 a 5,04 a 1,63b 512 a 0,29b

Cada valor representa a média de quatro repetigdes (vasos com trés plantas cada).
Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
A numeracio da folha foi feita no sentido da base para o apice

Em plantas noduladas cuja tnica fonte de N ¢ a fixagdo, apos a transferéncia para H-N
o aumento de ASP pode significar que o N da fixagdo do Nz passou a ser transportado no
xilema preferencialmente na forma de ASP. Além disso, nestas plantas os URE tiveram sua
concentra¢do no xilema diminuida apés o tratamento. Isso significa que o processo de fixag@o
também foi reduzido. URE representam 80 % do N transportado via xilema em soja nodulada
(Sodek & Silva, 1996). Outro indicio de que a fixacio foi reduzida foi a diminui¢éo do teor de

GLN no xilema. (Tabela 2).
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Em plantas noduladas ASP, GLU, ASN e SER foram os aminoicidos presentes em
maiores propor¢des na seiva :{io floema (Tabela 2). Apos o tratamento, os teores de ASP, GLU
e ASP sofreram redugdes e o de SER sofreu aumento. O mesmo ocorreu em plantas ndo-
noduladas (Capitulo 2, Tabela 2). Assim, fica evidente a importancia desses aminoacidos para
a redistribui¢8o do N entre as diferentes parte das plantas, independente do processo de
assimilagio de N em funcionamento. Curiosamente, na seiva do floema das plantas nfo-
noduladas e noduladas a proporgio de GLN foi baixa (Tabelas 2, Capitulo 2 e 3). Na seiva do
floema de L. albus, ASN e GLN constituem 50 % do N e outros 50 % restantes é representado
por uma ampla faixa de aminoacidos incluindo SER, ASP, GLU, VAL, ILE LYS, LEU, PHE
(Pate e al., 1979, Parsons & Baker, 1996). Noutro estudo, Pate (1989) também encontrou alto
teor de GLN no floema, e relatou que a distribuicio de compostos nitrogenados no floema de
L. albus foi similar & do xilema, mas com concentraco superior (10-15 vezes). Em Triticum
aestivum o GLU foi o aminoacido mais abundante da seiva do floema (Caputo & Barneix,
1997). Portanto, a diferenga na propor¢io de GLN e outros aminoacidos transportados pela
setva do floema pode ser uma caracteristica da espécie da planta.

Nas raizes, os aminoacidos ASN, ASP GLU e SER apresentaram-se em maiores
proporgdes (Tabela 3). Com a transferéncia para hidroponia ocorreram diminuicées nos teores
de ASN, GLN e SER, juntamente com aumento do ASP, GLU, ALA e GABA. A transferéncia
para H-N provocou grande redugdo na concentragiio de ALT entretanto, a concentracio de
URE no sistema de radicular ndo foi alterada. Raizes das plantas noduladas de Sesbania
rostrata também apresentaram proporgdes relativamente altas de ALA ¢ GABA (Godber &
Parsons, 1998).

Nos nddulos de plantas transferidas para H-N ocorreram incrementos em ASP, GLU,

ALA e GABA, e decréscimo de ASN, quando comparados com plantas em V-N (Tabela 3).
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Nos noédulos das plantas V-N e H-N o teor de GLN foi muito baixo e os teores de
GABA e ALA foram altos, quando comparados com as concentragOes dos mesmos
aminoacidos apresentadas pela seiva do xilema (Tabelas 2 e 3). Possivelmente, ALA e GABA
desempenhem papel especifico no metabolismo do nodulo. Os teores de URE e ALT do
nodulo nfo foram alterados com a transferéncia das plantas para H-N (Tabela 3).

A composi¢do de aminodcidos presentes na segunda, quinta e sétima folhas a partir da
base, de plantas noduladas em V-N e quatro dias apds a transferéncia H-N sdo mostradas na
Tabela 4. GABA foi aminoacido que apresentou maior reducdo com a transferéncia. O teor
de ASN foi muito baixo em todas as folhas, sofrendo pequenas variagdes apds o tratamento.
Houve aumento do ASP, GLU e SER apos a transferéncia em todas as fothas. ALA diminuiu
nas folhas 2 e 5, mas aumentou na folha 7. GLN também teve resposta variada em fungfo da
posic¢io da folha na planta.

Com relagdo ao teor de ALT das folhas, observou-se que nas folhas 2 e 5 ndo houve
diferenca nestes compostos apds a transferéncia das plantas para H-N, engquanto na folha 7
ocorreu redugio significativa (Tabela 4).

O teor de URE encontrado na folha 2 foi muito baixo, nfio havendo diferenca entre
plantas em V-N e em H-N. Nas folhas 5 e 7 houve redugdo do teor de URE com a
transferéncia para H-N (Tabela 4). Ureideos sZo sintetizados pelos nddulos e transportados
para a parte aérea via xilema, onde sdo degradados, e o N incorporado em aminoacidos
(Valdez & Sinclair, 2000).

Para ALT nas plantas em V-N, houve aumento do teor da folha 2 até a 7, enquanto que
para URE, o teor da folha 2 foi menor do que das folhas 5 e 7, ndo havendo diferengas entre
estas duas ultimas (Tabela 4). De um modo geral, a folha 2 coletada para analise estava
amarelecida ou seja, j4 se encontrava em senescéncia, concordando com os baixos valores

URE e ALT estimados nesta folha mesmo nas plantas em V-N (Tabela 4). A folha 5 estava
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bem verde, foliolos grandes e completamente expandidos. A folha 7 também estava verde,
com foliolos completamente expandidos mas, ainda pequenos. Observou-se, também, que no
tratamento H-N ocorreu um ligeiro amarelecimento das folhas mais velhas da planta.

Os teores de URE encontrados nas folhas 5 e 7 foram baixos (Tabela 4), pois segundo
Valdez & Sinclair (2000) os teores de URE na parte aérea de plantas de soja estio entre 5-10
umol/g de matéria seca.

O alto teor de GABA nas folhas de plantas noduladas esta de acordo com os teores
encontrados em folhas de plantas ndo-noduladas (conforme Capitulo 2, Tabela 4). Entretanto,
ao contrario das plantas ndo-noduladas, aqui houve queda no teor de GABA ap6s o tratamento
hidroponia.

O tratamento imposto as plantas noduladas provocou alteragdes nos COMpOoStos
nitrogenados da seiva do xilema e do floema, raizes, nédulo e folhas. As alteracBes podem
ser resumidas pelo aumento da razdo ASP/ASN, que significa diminui¢io no transporte do N
na forma de amidas. GLN e ASN sdo amidas que diferem somente no comprimento da
cadeia. ASN ¢ mais soluvel e menos reativa que a GLN, e tem uma maior razio C/N, que a
torna mais adequada a func@o de transporte e armazenamento (Sieciechowicz ef al., 1988). A
GLN parece ser originada basicamente do N oriundo da fixagdo do Na, isso porque em plantas
ndo-noduladas seu teor no xilema € muito mais baixo (Tabelas 1 e 2, Capitulo 2). A ASN foi
0 aminoacido que ocorreu em maior teor no nédulo de plantas em V-N, indicando que o
nédulo pode acumular temporariamente a ASN produzida (Tabela 3). Em contraste, ASP e
GLN apresentaram teores baixos nos nddulos que podem ser explicados pela sua rapida
utilizagBio na sintese de outros aminoacidos, em especial ASN (Tabela 3). Esses resultados
concordam com os obtidos por Rosendahl ez a/. (1990). Em contrapartida, em experimentos
realizados com soja, Streeter (1987a, 1987b) encontrou baixos teores de ASN no citossol da

célula hospedeira e nos bacteridides, inclusive menores que os da GLN.
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Outro aspecto importante ¢ que em nodulos de S. rostrata uma pequena fragio de N
fixado ¢ incorporada a aminoacidos do nédulo, contra uma significativa proporcdo originada
da reciclagem do N através do xilema (Godber & Parsons, 1998). Ao mesmo tempo, 0 N
encontrado no xilema na forma de amidas nem sempre € produto direto da fixagdo (Pate,
1989). Em L. albus, grande parte da ASN e da GLN encontrada no xilema ndo ¢ derivada do N
recém fixado, mas de uma quantidade substancial de N reciclada dentro do nodulo, antes de
ser exportada, envolvendo o movimento entre xilema e floema (Parsons & Baker, 1996).
Dessa forma, fica claro que os aminoéacidos do nodulo podem ser originados tanto da fixagdo
do N, como da reciclagem do N. Em experimentos posteriores, Parsons & Baker (1996)
verificaram que grande quantidade de N era reciclada através dos nodulos radiculares de L.
albus, e que as diferengas na composigio da seiva do xilema podem afetar o crescimento e a
atividade do nédulo. Baker ef al. (1997) verificaram reducio na atividade dos nddulos apos a
remocio das gemas (drenos de N) de plantas de Alnus glutinosa.

Nas raizes e nos nodulos das plantas noduladas apos a transferéncia para H-N houve
redugio no teor de ASN, aumento na proporgdo de ASP, conforme mostrado pelo aumento da
razio ASP/ASN. Esse resultado concorda com a resposta ocorrida no xilema, ou seja, em
termos qualitativos, baseando-se no ASP e ASN, as alteragdes na composigdo da seiva do
xilema refletem as alteragdes ocorridas no nddulo e raizes. Por outro lado, ¢ aumento na razéo
ASP/ASN nestes tecidos foi bem menos acentuado em comparagio com a seiva do xilema.

E pouco provavel que parte do ASP do xilema das plantas submetidas ao tratamento
seja retranslocado para as raizes via floema, ou seja, ndo ser originado diretamente do
metabolismo das raizes ou nodulos. Isto porque em plantas em H-N a proporgdo de ASP no
floema tendeu a diminuir em plantas noduladas e ndo-noduladas (Tabelas 2, Capitulo 2 e 3).

Na seiva do xilema, raizes ¢ nddulos das plantas noduladas o aumento da razdo

ASP/ASN, apés a transferéncia das plantas para H-N, foi conseqiiéncia da reducio da ASN e
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aumento do ASP, embora em proporges diferentes (Tabelas 2 e 3). Apenas na seiva do
floema ndo houve aumento de ASP, concomitante com decréscimo na ASN (Tabela 2).
Entretanto, a mudanga da razo ASP/ASN das folhas niio mostra relacio com a razio da seiva
do xilema, principalmente porque o teor de ASN nas folhas é muito baixo, o que significa que
este aminoacido ndo participa diretamente do metabolismo do N neste tecido (Tabela 4).

O mais importante, em termos dos objetivos dos experimentos, foi o grande aumento
do teor de ASP na seiva do xilema apds a transferéncia para H-N. Desta forma, o sistema teve
o comportamento esperado e permitiu verificar que a origem dessa mudanca pode estar
associada a raizes ¢ a0 nodulo, mas o envolvimento do floema (reciclagem) parece ser

pequenc.

3.3. Atividade de enzimas do metabolismo de asparagina em nédulos de plantas
transferidas para a hidroponia

Tendo em vista a possivel contribui¢io dos nédulos nas alteragdes no transporte de
ASP ¢ ASN na seiva do xilema em condigbes de deficiéncia na fixagio de N» , o proximo
passo na elucidagdo deste processo foi de verificar o comportamento de algumas enzimas
envolvidas no metabolismo desses aminoacidos. Foram estudadas as enzimas AAT, GOT,
PEPcase, AS e ASNase.

Houve uma ligeira e gradual reducio da atividade da enzima AAT nos nédulos das
plantas transferidas para H-N em rela¢do as plantas mantidas em vermiculita (Figura 1A). Para
GOT, a redugéo iniciou-se um dia apos a transferéncia, sendo que posteriormente a atividade
se manteve constante (Figura 1B). A atividade da PEPcase diminuiu gradativamente até o
terceiro dia, € depois se manteve constante (Figura 1C). A atividade da ASNase em nodulo de
soja néo foi afetada pela transferéncia das plantas para H-N (Figura 1D). A atividade da AS

foi imediata e drasticamente reduzida com a transferéncia das plantas noduladas para H-N
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(Figura 1E). A redugdo da atividade desta enzima foi acentuada até o segundo dia e dai por
diante permanecendo 29 % abaixo do controle (V-N).

A PEPcase catalisa a carboxilagio irreversivel do PEP em AOA (Chollet e7 o/, 1996}
PEPcase est presente no citossol, sendo 10 a 1S vezes mais ativa em nddulos de alfafa do que
em outros orgdos (Vance ef al, 1994) e representa 2 % da proteina sotavel dos nddulos
(Vance & Stade, 1984). A fixagio de CO; via PEPcase desempenha um papel significativo nos
nodulos de leguminosas pelo fornecimento do carbono para sintese do malato e do ASP
(Anderson ef al., 1987; Rosendahl et al, 1990). O ASP ¢ formado a partir do AOA como uma
das principais formas de exportagdo de N, enquanto o malato ¢ importade para dentro do
bacteroide e rapidamente respirado para o fornecimento de energia para a reducdo do Ni
(Coker & Schubert, 1981). Foi estimado que 25 % do carbono requerido para atividade da
nitrogenase e assimilagio do N pode ser suprido pela PEPcase (King ef al., 1986). Além destas
duas bem estabelecidas fun¢des da PEPcase no noédulo de leguminosas, vérias outras tém sido
propostas, incluindo a manutengdo do balango de cargas e do pH neutro nos espagos
intercelulares e no xilema (Job ez af., 1978; Coker & Schubert, 1981), e regulagdo da barreira
difusiva do O, (Robinson ef al., 1996).

O AOA produzido pela PEPcase, juntamente com GLU, sdo transformados em 2-
oxoglutarato e ASP pela enzima AAT (Ireland & Lea, 1999b). Alem da transferéncia do N, na
forma de grupo amino para ASP em nodulos, a enzima apresenta outras funcdes metabolicas,
tal como principal enzima fornecedora do ASP para sintese de outros aminoacidos e proteinas
(Ireland & Lea, 1999b). O ASP produzido pela reagdo pode ser utilizado para biossintese de

ASN.
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Figura 1. Atividade das enzimas (A) AAT, (B} GOT, (C) PEPcase, (D) ASNase e (E) AS
em extirate de nédulos de soja (cultivar IAC 17 em R2).cultivada em V-N e transferidas ou

nio para H-N por um periodo de quatro dias. Barras = Erro padrio, n=4.
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As atividades das enzimas AAT e PEPcase nos nodulos de trevo branco (Trifolium
repens L. cv. Biaz;ca) foi de 26700 nmol NADH oxidado/g MF min e 9700 de nmol NADH
oxidado/ g MF mim, respectivamente (Gordon & James, 1997). Segundo estes autores, estas
atividades foram similares as encontradas em nodulos de tremogo, ervilha e soja (Gordon,
1991: Anthon & Emerich, 1990; Romanov ef al., 1995). Entretanto, esses valores foram muito
mais altos que os encontrados em plantas V-N neste trabalho (Figuras 14, 1B e 1C).

Estudos mostraram que ASP ¢ um inibidor da PEPcase em nddulos {Christeller ef al,
1977, Marczewski, 1989} e que essa inibigio era dependente de pH. Além de ASP, GLU e 2-
oxoglutarato também podem inibir a PEPcase de nodulos de soja in vive (Schuller ef a/,
1990). A inibicio de ASP sobre a PEPcase de nédulos ¢ facilmente entendida em sistema
simbiético transportador de amida, devido ao envolvimento indireto da PEPcase na biossintese
da ASN (Christeller ef al., 1977). Todavia, em plantas transportadoras de URE, o significado
deste tipo de inibigio ndo € tdo aparente. A inibicio causada por GLU ¢ condizente com a
funcio de restabelecer intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos para posterior
remocdo na forma de 2-oxoglutarato, para suprir a assimilagdo da NH," via GS/GOGAT. Se
o 2-oxoglutarato for limitante para atividade da GOGAT, a concentragio de GLN pode
aumentar e ocorrer decréscimo da concentragio de GLU. GLU e 2-oxoglutarato em baixas
concentragdes ativam a PEPcase do nddulo (Schubert, 1986). Assim, uma razdo GLN/GLU
alta sinaliza a limitacio da GOGAT, pela baixa concentragdo de oxoglutarato, sendo
necessaria a ativacio de PEPcase. Em plantas transportadoras de amidas, GLN pode ser
exportada para o xilema, por outro lado, em plantas transportadoras de URE, GLN ¢
preferencialmente incorporada na biossintese de URE. Além disso, GLN ndo costuma
acumular em nédulos de plantas transportadoras de URE, como soja (Schubert, 1986), o que

esta de acordo com os baixos valores de GLN encontrados no nddylo (Tabela 3).
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A ASN pode ser degradada em ASP e NH; pela enzima ASNase (Ireland & Joy,
1990), enquanto a sintese deste aminoacido é usualmente produzida pela enzima AS, que
transfere o grupo amida da GLN para o ASP. A sintese de ASN & particularmente importante
para fixagdo do N em nodulos radiculares de leguminosas (Reynolds ef a/., 1982), além de ser
uma das principais formas de transporte do N em plantas (Lam ef ai., 1995). Ambos mRNA e
atividade da AS aumentam similarmente de 10 a 20 vezes durante o desenvolvimento de
nodulos de aifafa (Waterhouse e al., 1996).

A redugdo da atividade da AS em nodulos de plantas apés a transferéncia H-N,
possivelmente pode ser explicada pelo fato de tanto os niveis como a atividade da AS serem
regulados pelo status de C/N da planta (Lam er al., 1995 e 1996). Os dados obtidos aqui para
soja sdo compativeis com o papel da enzima AS do nodulo nas mudangas na razio ASP/ASN
na seiva do xilema.

Os dados referentes ao transporte de compostos nitrogenados na seiva do xilema das
mesmas plantas usadas no estudo com enzimas estio apresentados na Tabela S e na Figura 2.
Os teores de ASN e GLN nas plantas em H-N estiveram sempre mais baixos do que nas planta
em V-N. Em contrapartida, o teor de ASP foi sempre alto nas plantas em H-N (Tabela 5). A
maior parte das principais mudangas ocorreu no primeiro dia em H-N e é interessante notar
que o grande aumento em ASP teve uma queda correspondente em GLN, mas nfio em ASN. A
concentragdc de URE da seiva do xilema declinou gradativamente apos a transferéncia das
plantas para H-N (Figura 2A). Por outro lado, a concentracio de ALT decresceu quatro dias

apos a transferéncia das plantas para hidroponia (Figura 2B).
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Tabela 5. Composicio de aminedcidos da seiva do xilema de soja nodulada da culiivar
TIAC 17 no estadio R2, apés a transferéncia para hidroponia. Plantas cultivadas em V-N e

transferidas ou ndo para H-N durante quatro dias.

1dia 2 dias 3 dias 4 dias

V-N H -N Y -N H-N ¥ -N H-N ¥ -N H-N

{mol %)
ASP 604 31,74 936 3149 58 2970 7,70 28,63
GLU 1,87 6,56 2,23 7,61 2,57 6,40 3,26 4,52
ASN 39,12 33,80 37,49 26,20 31,31 26,97 44,83 35.02
SER 7,28 3,16 5,71 5,19 430 5,32 2,89 4,01
GLN 22,80 2.16 20,44 2,96 29,22 2,96 16,38 3,19
ALA 1,63 1,33 1,27 7,49 2,25 1,84 0,03 2,22
GABA 1,91 3,96 3,24 2,18 2,36 6,76 3,97 1,39
Qutros 19,36 1728 2027 1688 22,12 2005 20,33 21,04

Cada valor representa a média de quatro repeti¢des (vasos com trés plantas cada)
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URE {(zmol / mL)
i

ALT (ol / mi)

Figura 2. Concentracfes de URE (A) e ALT (B) na seiva do xilema de soja nodulada da
cuitivar 1AC 17 no estadio R2, apés a transferéncia para hidropeonia. Plantas cultivadas

em V-N e transferidas ou ndo para H-N durante quatro dias. Barras = Erro padrio, n=4.

82



3.4. Transferéncia de plantas noduladas para hidroponia sem N, seguido do replantio em
vermiculita

Conforme foi discutido anteriormente, a redugio da ASN e o aumento de ASP no
xilema das plantas provavelmente estiveram relacionados com a reducio da atividade da AS
em nodulos. Para confirmar essa hipétese investigou-se se tratamentos capazes de aumentar a
concentragdo de ASN no xilema também afetavam a atividade da AS in vifro.

O primeiro tratamento feito para tentar elevar a concentragio de ASN e GLN e
diminuir a concentragdo de ASP foi o replantio das plantas noduladas em vermiculita, quatro
dias ap0s a transferéncia para H-N.

A composi¢do da seiva do xilema das plantas mantidas em V-N e de plantas
inicialmente mantidas por 4 dias em H-N e depois transplantas para vermiculita (H-N/R-N)
30 apresentadas na Tabela 6. Observa-se novamente que a transferéncia das plantas para H-N
resultou em aumento de ASP e redugdo da ASN e GLN. ASN neste experimento foi reduzida
somente 2 dias apOs o inicio do tratamento, ¢ GLN diminuiu imediatamente ap0s a
transferéncia das plantas. Apos o replantio, ASN e GLN aumentaram gradativamente na seiva
do xilema, juntamente com a dininui¢io do ASP.

A completa recuperacio da concentragio de URE nas seivas do xilema ocorreu 12 dias
apos o inicio tratamento, ou seja, 8 dias apds o replantio das plantas (Figura 3A).

A concentragio de ALT da seiva do xilema diminuiu inicialmente com a transferéncia
das plantas para H-N, depois se recuperou completamente, oito dias apds o micio tratamento

(Figura 3B).
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Figura 3. Teor de URE (A) e ALT (B) na seiva do xilema de soja nodulada durante
quatre dias em hidroponia sem NOy". Plantas (cultivar TAC 17) cultivadas inicialmente em
V-N e transferidas ou ndo para H-N, por quatro dias, seguido pelo transplantio para

vermiculita (R-N), por 12 dias. Barras = Erro padro, n=4,
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Nas raizes a transferéncia das plantas para hidroponia causou decréscimos acentuados
nos teores de ASN e GLN, paralelamente ocorreram aumentos nos teores de ALA ¢ GABA
(Tabela 7). O replantio em vermiculita causou aumento da ASN, mas ndo atingindo os valores
apresentados pelo controle. Ao mesmo tempo observou-se um decréscimo acentuado na
concentragdo de ASP, que tendeu a permanecer mais baixa que no controle. A concentragio de
GLN também nio fol recuperada apos o replantio {Tabela 7).

Nio houve grandes variagdes nos teores de URE nas raizes ap0s a transferéncia H-N
(Figura 4A). ALT das raizes foram reduzidos com a transferéncia das plantas para H-N, mas
com o replantio se recuperaram seis dias apos o inicio do tratamento (Figura 4B).

Nodulos de leguminosas acumulam concentragOes relativamente altas de GABA
{Vance & Heichel, 1991), podendo atingir em algumas espécies 20 % do contetdo total de N
nesta estrutura (Larher ef a/., 1983). Este composto pode desempenhar um importante papel no
balanco de pH do nddulo (Vance & Heichel, 1991), dado que durante sua sintese via
glutamato descarboxilase ocorre consumo de protons, sendo que a enzima € capaz de operar
em pH baixo (Carrol ef al., 1994).

Tém sido proposto basicamente duas fungdes para o GABA, uma que este participaria
da regulacio do pH citoplasmatico sob condigSes de anaerobiose (Streeter & Thompson,
1972). Outra fun¢iio é que GABA proporciona uma rota alternativa para biossintese de
succinato, devido a limitagiio da enzima a-cetoglutarato desidrogenase (Kahn er ol 1985
citado por Ricard ef al., 1994). Entretanto, Vance & Heichel (1991) sugeriram uma nova
fungfo para o GABA no nodulo, a de atuar como dreno para o H toxico produzido pela

enzima PEPcase que utiliza como substrato HCO3 na fixagdo do CO,.
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Figura 4. Teor de URE (A) e ALT (B) nas raizes de soja nodulada durante quatro dias
em hidroponia sem NOj;. Plantas (cultivar IAC 17) cultivadas inicialmente em V-N e
transferidas ou ndo para H-N, por quatro dias, seguido pelo transplantio para vermiculita (R~

N), por 12 dias. Barras = Erro padrio, n=4,
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Nos nodulos, a transferéncia de plantas para hidroponmia resultou em aumento dos
teores de ASP, GLU, ALA e GABA, acompanhado de uma forte redugio do teor de ASN.
Com o replantio ocorreu recuperagio dos teores de ASN, ALA e GABA, aproximando-se dos
teores apresentados pelo controle (V-N). O teor de ASP aumentou ainda mais com 0
transplante, o que nio foi esperado tendo em vista 0 aumento da ASN (Tabela 8).

Os teores de URE e ALT nos nédulos foram pouco alterados com a transferéncia das
plantas para mdroponia, seguido do seu replantio (Figuras SA e 5B). ASN foi o aminoécido
encontrado em maior proporgdo em nodulos de soja por Atkins et al. (1992). Aqui também se
obteve ASN como ¢ principal aminoacido do nodulo (Tabela 8).

Na Figura 6 observa-se a atividade da AS nos nddulos das plantas mantidas em V-N e
transferidas para H-N, e novamente replantadas. Imediatamente apoOs a transferéncia das
plantas para H-N ocorreu diminui¢io na atividade da enzima no nddulo, mas apods o replantic
houve recuperacio gradativa da atividade. Aos 12 dias apos o inicio do tratamento, plantas
replantadas tiveram a atividade da enzima completamente recuperada. Esta data coincide com
a recuperacdo das concentra¢des de URE e ALT da seiva do xilema das plantas (Figuras 3A ¢
B). Acontece porém, que a concentragdo de ASN no xilema aumentou razoavelmente bem
oito dias apds o inicio do tratamento e o de GLN ainda antes, seis dias apds o inicio dc
tratamento (Tabela 6). O significado da defasagem entre a concentragio de ASN no xilem:
(Tabela 6) e a atividade da AS no nodulo precisa de uma avaliagio cuidadosa, tendo em viste
que a recuperagio de ASN no nddulo ter sido imediata (Tabela 8). A queda no transporte de
ASN na seiva do xilema parece reflexo direto da reducdo da atividade da enzima no nodulo
Apesar da defasagem, a curva obtida para concentragdo de ASN na seiva do xilema segue d
forma bastante razodvel, a curva de atividade da enzima AS no nédulo, tanto nos quatro dia
de queda, como na recuperacio. Entretanto, boa correlagdo entre a atividade da AS e o teor de

ASN nido pode ser observada no nédulo e nas raizes (Figura 6, Tabelas 7 e 8).
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Figura 5. Teor de URE (A) e ALT (B) nos nédulos de soja nodulada durante quatro dias
em hidroponia sem NOj. Plantas (cultivar IAC 17) cultivadas inicialmente em V-N e
transferidas ou nic para H-N, por quatro dias, seguido pelo transplantio para vermiculita (R~

N), por 12 dias. Barras = Hrro padrdo, n=4.
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Figura 6. Atividade da AS em extrato de nodules e concentraciio de ASN (mol %) na
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transferida ou ndo para H-N, por quatro dias, e posterior transplantio para vermiculita (R-N),

por 12 dias. Barras = Erro padrdo, n=4,

Aparentemente, a queda em AS ao transferir plantas para H-N pode explicar o aumento
na razdo ASP/ASN tanto no nédulo como no xilema, pois a enzima consome ASP ¢ produz
ASN. Por outro lado, a recuperagio lenta da AS apoés retornar a vermiculita ndo explica a
recuperagiio rapida da razo ASP/ASN no néddulo, porém, explica pelo menos a recuperagio
de ASN na setva do xilema (Tabelas 6 e 8, Figura 6) . Nas raizes, ao contrario dos nddulos,
ndo houve recuperagdo completa do teor de ASN e GLN (Tabela 7), porém nio foi possivel
medir a atividade de AS neste tecido.

Outro detalhe importante ¢ que apés a transferéncia das plantas noduladas para H-N a
concentragio de ASP aumentou e, imediatamente apds o replantio em vermiculita (5 e 6 dias

apos o inicio do tratamento), ASP sofreu redugio, sendo que nesse periodo ASN transportada
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na seiva do xilema ainda estava baixa, mas GLN ja tinha se elevado muito (Tabela 6). F
possivel que neste periodo, o N transportado anteriormente na forma de ASP passou a se
transportado na forma de GLN. Pode-se dizer também que a planta ainda apresentav:
deficiéncia na fixagdo de N, pois as concentragBes de URE e ALT presentes na seiva dc
xilema ainda estavam baixas em relagio as plantas em V-N (Figuras 3A ¢ 3B). Isto signific:
que quando o sistema radicular da planta volta a condicio de crescimento normal, o xilem:
sofre ajuste transportando preferencialmente amida, mesmo que o metabolismo normal do D
ndo tenha sido completamente restaurado.

A transferéncia de plantas noduladas para H-N provavelmente causa redugdo mni
atividade da nitrogenase, por algum efeito indireto, levando a redugdo na fixag3o do N, fat
este comprovado pelas redugdes na GLN e URE na seiva do xilema, e pelo ligeir
amarelecimento das folhas mais velhas da planta. Conseqiientemente, ocorre forte diminuicac
da biossintese de ASN, via AS. Desta forma, o ASP nfo é transformado em ASN resultandc
na elevacio do seu transporte. O pequeno aumento do teor de ASP nas raizes e nédulos di
plantas em hidroponia e forte reducio dos teores de ASN nestes orgdos, podem ser um reflexc
deste fenémeno.

As discretas redugOes nas atividades de AAT, GOT e PEPcase permitem a manutenci
de energia para o noédulo (via malato) e esqueletos carbdnicos na forma de AQA para a sintes:
de ASP. Como ndo houve alteragfo da enzima ASNase no nddulo, o aumento da concentrags
de ASP nio pode ser atribuido a degradagio da ASN.

No sistema hidropdnico mantido sob aeraciio continua, encontrou-se valor médio d
saturacdo O de 83,4 e 84,2 %, na solucio -N e +N (5 mM de NO3'), respectivamente. Apesa
da taxa de difusdo de O na agua ser 100 vezes mais baixa que no ar {Thomson & Greenway
1991, citado por Ricard ef al. 1994), ha O, suficiente para ndo causar hipoxia para raizes en

H-N (Souza, 2001}, Uma das possiveis explicagBes de como a transferéncia de planta
UNICADD
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noduladas para H-N causa alteragdes no metabolismo do N nodulo, é que naturalmente o
nodulo sofre limitacdo de O, ’pela barreira de difusdo (Hunt er al., 1988, Layzell ef al., 1990).
Em hidroponia, os nédulos ficam envolvidos por um grande volume de 4gua que somado com
a barreira de difusdo de O; provoca deficiéncia de O, (hipoxia) e queda na fixagdo do Na.
Observou-se que o fornecimento de O, em nivel superior ao nivel atmosférice (21 %), a
atividade da nitrogenase aumenta (Hunt ez al., 1989) além disso, é possivel detectar processo
de fermenta¢do no noédulo mesmo na presencga de O, atmosférico (Heckman ef al., 1987). Isto
significa que mesmo com 21 % o O, parece estar limitado nos nodulos. Por esta razio a
transferéncia das plantas para H-N agrava ainda mais a disponibilidade de O; para o nddulo.

A hipotese de menor disponibilidade de O, para o nédulo poderia ser comprovada pela
reversdo do impacto negativo ao proceder o replantio em V-N, quando a fixacdo foi

lentamente recuperada, conforme indica a concentragio de URE do xilema (Figura 3A).

3.5. Transferéncia de plantas noduladas para hidroponia sem N, seguida da adicio de
solu¢iio com S mM de NOs~

Na Tabela 9 ¢ apresentada a composigdo da seiva do xilema de plantas em V-N e de
plantas transferidas para H-N por quatro dias, posteriormente recebendo 5 mM de NOy". Como
foi discutido anteriormente, H-N promoveu a reducio das concentragdes de ASN e GLN e
concomitante aumento de ASP na seiva do xilema.. A subsegiiente adi¢io de NO;™ a solugdo
rem H-N causou um aumento acentuado de ASN no xilema das plantas. A concentracio de
GLN manteve-se baixa mesmo apos a adigdo de NO;™ enquanto, ASP diminuiu.

A concentragdo de URE na seiva do xilema foi reduzida com a transferéncia das
plantas para H-N, e decresceu ainda mais com a adicdo de NOjs (Figura 7A). As alteracdes nas
concentracdes de ASN, GLN e URE foram observadas em outras espécies de leguminosas

transportadoras de URE, como fejjdo-de-corda e feijio. Quando estas espécies foram
04



dependentes apenas da fixagdo do N;, a seiva do xilema foi caracterizada por altas
concentracdes de URE e GLN (Pate e al, 1980), com a adi¢do de NQOs', a atividade da
nitrogenase decresceu e as razdes NO;/URE e ASN/GLN decrescem também (Atkins ef al,
1980a; Pate ef al., 1980)

O decréscimo ainda maior na concentragdo de URE da seiva do xilema apos a adigic
do NQO5', significa que a fixacdo do N continuou sendo afetada. NO;™ € bem conhecido comc
inibidor da fixacdo de N, (Streeter, 1988). Puiatti & Sodek (1999) também observaram
aumento de ASN, redugdes na ASP e URE na seiva do xilema de plantas noduladas, apos
adi¢io de solugdo nutritiva contendo 5 mM de NOs'.

Com relagdo & concentragio de ALT presentes na seiva do xilema, observou-se que
ap6s a redug@o devido a permanéncia das plantas H-N, verificou-se forte aumento nestes
compostos apds a adicio de NOs', superando as concentragdes apresentadas pelas plantas enr
V-N (Figura 7 B). Isto demonstra que o processo de assimilagio do NOs nas raizes responde
rapidamente a presenga do NO3™ no meio.

As unicas alteragOes observadas nas raizes das plantas no tratamento H-N/H+N apos ¢
adicdo do NO; foi 0 aumento do ASN e GLN, e redugdo do teor de GLU. O teor de ASN na
raizes superou o0s teores do controle (Tabela 10). Tais mudangcas podem se
perfeitamente um reflexo das raizes passar a assimilar o NO;”.

A concentracio de URE nas raizes ndo diferiu significativamente da concentragio d
plantas em V-N (Figura 8A). A concentragio de ALT das raizes sofreu reducfo apos :
transferéncia para H-N, e aumentou acentuadamente com a adi¢io de NO;, quandc

comparada com a concentracio de V-N (Figura 8B).
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Nos nddulos ocorreu redugio drastica do ASP apds a adicio de NOy™ em H-N/H+N,
acompanhada de um forte aumento no teor de GABA (Tabela 11). ASN caiu ligeiramente
apds a adicdo de NOs (Tabela 11). A concentragdo de URE do nédulo tendeu a decrescer
ainda mais depois da adicio de NO3” em plantas inicialmente em H-N, todavia ao final de oito
dias ap6s o inicio do tratamento, ndio houve diferenca em relagio a V-N (Figura 9A) No
nodulo o tratamento ndo provocou alteragio significativa no teor de ALT (Figura 9B).

O aumento da concentragio de ALT na seiva do xilema e nas raizes, juntamente com o
aumento da concentragdo de ASN no xilema e nas raizes, sugere que NOj for reduzido e
assimilado nas raizes da planta (Tabelas 9 e 10, Figuras 7B e 8B).

A Figura 10 mostra a concentragio de NO3 e os teores de NOs™ nos nodulos e nas
raizes de plantas de soja do tratamento H-N/H+N. Como se observa, a concentragdo de NO+’
tendeu a aumentar na seiva do xilema das plantas apos a adicdo de NOy (Figura 10A). O teor
de NOy presente nos nddulos permaneceu constante apos a adigdo do NO;™ (Figura 10B),
enquanto nas raizes o teor de NOj  decresceu acentuadamente (Figura 10C), sendo este mais
um indicio de que NOs foi reduzido e assimilado nas raizes.

A atividade da enzima AS foi reduzida em nddulo apds a transferéncia para H-N, e
apés a adiciio de NOs a solugdo nutritiva, a atividade da enzima ndo foi recuperada (Figura
i1A), ao contrario do experimento anterior quando as plantas voltaram para a vermiculita e
houve recuperagio da fixagio de N,. Isto também ajuda a comprovar que o aumento da ASN
(Figura 11B) na seiva do xilema foi devido ao aumento da assimilagiio de NOy™ pelas raizes.
Seria mais adequado comprovar tal suposigio pela alteracio da atividade da enzima AS nas
raizes, porém isto ndo foi possivel devido as dificuldades em se trabalhar com essa enzima.

A nivel molecular, apds 48h da adi¢do de NO5™ ha acimulo de mRNA de PF AS52, que

codifica para proteina AS2, em raizes noduladas de feijio comum (Osuna e/ al., 1999).
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Figura 9. Teor de URE (A) e ALT (B) nos nédulos de seja (cultivar IAC 17 em R3)
cultivada inicialmente em V-N e transferida ou nfio para H-N, por quatro dias, e apés adigo

de NOy (H+N), por 4 dias. Barras = Erro padrdo, n=4.
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na seiva do xilema de soja (cultivar IAC 17 em R3) cultivada inicialmente em V-N e
transferida ou ndo para H-N, por quatro dias, e apds adigio de NG5 {(H+N), por guatro dias.

Barras = Erro padrdo, n=4.
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Quando plantas noduladas de soja receberam 10 mM de NOs3™ no estadio vegetativo
ocorreu rapido decréscimo na atividade da nitrogenase (redugdo do acetileno) e uma
conseqiiente reducio na concentracdo de URE na seiva do xilema (Arrese-Igor ef al., 1997).
Parsons ef al. (1993) e Bacanamwo & Haper (1996, 1997) observaram também aumento no
teor de ALT na parte aérea de plantas noduladas que receberam NO3', especialmente de ASN.
Isso sustenta a hipdtese de que este aminoacido funciona como molécula sinal do status de N
total da planta, regulando a atividade da nitrogenase por um mecanismo de feedback, o que
havia sido anteriormente proposto em outro trabaltho (Burns, 1991). Essa hipétese tambérn
concorda com o modelo proposto por Lam ef al. (1995). Eles observaram que os genes ligados
a biossintese de AS sdo induzidos pelo escuro e pelo suprimento de fonte de N, e reprimidos
pela luz e fornecimento de carbono, sugerindo-se que sob condigBes de excesso de N ¢
limitagio de carbono, os genes da biossintese de AS s3o ativados, e o produto do gene AS
redireciona o fluxo do N, que entfo age como shunt para armazenamento ou transporte do N ¢
distAncia. A ASN tem uma relagiio N/C alta é estavel na parte aérea de plantas maduras
(Sieciechowicz ef al., 1988). ASP ou GLU também aumentaram apos adicio de NO3 ¢
também podem participar do mecanismo de feedback da ASN (Bacanamwo & Haper, 1997).

Plantas noduladas que receberam NOj', claramente demonstraram reducdio da fixagac
de N in vivo. Entretanto, in vitro ocorreu aumento da atividade de algumas das enzimas comg
AAT e GS, isoladas anaerobicamente dos bacterdides (Smith er al, 1995). Isso podk
demonstrar que a diminui¢do da fixagdo do N; por NO;, ndo deve ser causada pela represséc
de enzimas do ciclo do 4cido citrico.

Estudos sobre as atividades das enzimas RN e RNi em noédulos, mostraram que :
fracio vegetal e bacteroide foram afetadas de maneira diferente pela adigdo de NO;". A NR d&
fragio vegetal e RNi da fragio bacterdide ndo sofreram nenhuma alteraggo, contudo RNi d

fragdo vegetal teve sua atividade aumentada cinco vezes, dois dias apos adicio de NO3', e
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NR do bacterdide teve sua atividade aumentada somente, seis dias apos (Arrese-Igor ef al.,
1997). Estes resultados confirmam que NOj; pode entrar no noédulo e ser reduzido.

De maneira geral, sdo discutidas na literatura trés hipdteses para explicar ©s
mecanismos envolvidos na inibi¢do da fixagdo do N por NOy. A primeira delas baseia-se na
suposta limitagdo do suprimento de carboidratos para ¢ nddulo, devide ao consumo durante a
redugdio do NOj pela planta (Drevon ef al., 1988). A segunda hipotese relaciona a inibicdo
com produtos toxicos originados da redugdo do NO3™ dentro do nodulo (Streeter, 1988). A
terceira hipotese associa a redugdo da fixagdo do N, com a reducgdo da difusio do O; e,
conseqiientemente, do suprimento de O, para respiracio do nodulo (Layzell ef al., 1990; Hunt
& Layzell, 1993).

O aumento acentuado de GABA nos nédulos das plantas apos adigio do NO5™ pode ser
associado com a deficiéncia de O, (Tabela 11). Decréscimos dos aminoacidos GLU, ASP ¢
suas amidas e acumulo de ALA e GABA foram associados com auséncia de O, por Reggiani

et al. (1988) e Reggiani (1999).
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4. CONCLUSOES

ASN, seguida da GLN foram os principais aminoécidos transportados na seiva do
xilema das plantas noduladas, mantidas em V-N.

O aumento da razio ASP/ASN e a redugic na concentragio de URE na seiva do
xilema, ap6s a transferéncia de plantas noduladas para H-N, foram relacionados & deficiéncia
no processo de fixagdo do N e com a redugiio na atividade AS do nodulo (no caso de A.SN,
uma relacio bastante estreita).

Houve recuperagdo das concentragbes de ASN ¢ URE na seiva do xilema e atividade

da AS em nddulos apoés o replantio em vermiculita.

107



CAPITULO 4

EFEITO DA TRANSFERENCIA DE DIFERENTES ESPECIES DE PLANTAS PARA
HIDROPONIA SEM NITROGENIO NO TRANSPORTE DE NITROGENIO NA

SEIVA DO XILEMA




1. INTRODUCAO

Em leguminosas, pode ser formada pela fixagio direta do N, atmosférico dentro do:
nodulos radiculares (Burris & Roberts, 1993; Vance & Gantt, 1992). Em outras plantas, NH,
pode ser gerada diretamente pela atividade das enzimas RN e RNi na raiz e parte aerea, :
partit NOs™ (Hoff er al, 1994). Posteriormente, a NH,™ produzida pelos dois processos ¢
incorporada em aminoacidos como GLN, GLU, ASP e ASN, que servem como importante:
transportadores de N em plantas (Lam er al., 1996). A ASN, por exemplo, ¢ o aminodcide
mais transportado na seiva do xilema em planta noduladas e ndo-noduladas (McClure & Israel
1979, Streeter, 1979).

Plantas de soja ndo-noduladas e noduladas, apés a transferéncia para H-N sob aeragi
continua, apresentaram redugfio de ASN e aumento de ASP transportado na seiva do xilema
além de alterages nas concentragdes de outros compostos nitrogenados, como NO; e URE
(Puiatti & Sodek, 1999; dados apresentados nos Capitulos 2 ¢ 3). Diante destas alteracdes
levantou-se a hipotese de que quando ocorre deficiéncia na assimilacio de N, ha preferénci:
pelo transporte de ASP as custas de ASN.

Em plantas nao-noduladas em H-N, a assimilagdo de N é reduzida devido & auséncia de
NOs™ na solugdo nutritiva, e em plantas noduladas, a transferéncia da planta para H-N parec:
causar alteragdo no nodulo que resulta no rapido decréscimo da fixago do N (Capitulos 2 e 3).

Baseado nestas alteragGes verificadas em soja, este estudo teve como objetivo avalia
outras espécies quanto & ocorréncia do aumento na razio ASP/ASN na seiva do xilema, apd:

a transferéncia para H-N.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1, Material Vegetal

Sementes de tremogo (L. albus), feijio (Phaseolus vulgaris (L.) cv. Carioca}, fejjdo-de-
corda (Vigna unguiculata cv. Vita 7), crotalaria (Crotaldria juncea cv. IAC1), ervitha (Pisum
sativum cv. Samba) soja (Glycine max (L.) cv. IAC-17, soja (Glycine max (L) cv. Maple
Arrow), girassol (Helianthus annus), tomate (Lycopersicon esculentum) e mitho (Zea mays)

foram obtidas do Instituto Agronémico de Campinas (TIAC).

2.2. Inéculo: origem, manutencdo, multiplicaciio e inoculacdo das plantas.
Para a formagdo de nOdulos nas espécies leguminosas foram feitas inoculacdes com
estirpes de bactérias apropriadas para cada espécie (tremogo, feijdo, feijio-de-corda , crotalaria

e ervilha). As espécies e estirpes de bactérias simbiontes utilizadas foram:

tremogo (Lupinus albus) - estirpe 938;

fetjido (Phaseolus vulgaris (L.) cv. Carioca) - Rhizobium estirpe 4080;

- feijao-de-corda (Vigna unguiculata cv. Vita 7) - Bradyrhizobium estirpe 6002,

« ervilha (Pisum sativum cv. Samba) -. Estirpes 3012, 3007 ¢ 2380,

+ soja (Glycine max (L) cv. IAC-17 e cv. Maple Arrow - Bradyrhizobium elkanii
estirpe 463 (=SEMIA 5019), Bradyrhizobium japonicum estirpe 6.

- crotalana (Crotaldria juncea cv. IAC 1) - inoculante foi isolado de nédulos radiculares

de plantas de crotalaria crescidas em canteiros do Depto. de Fisiologia Vegetal -

Unicamp, caracterizado como Rhizobium spp.

A estirpe 2380 (3HOq45a, Towa 1948) para ervilha foi obtida da colecio da USDA em

Beltsville. As estirpes utilizadas em plantas de tremogo, feijdo, feijio-de-corda e ervilha (3012
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e 3007) foram cedidas pela Fundagio Estadual de Pesquisa Agropecuiria do Rio Grande dc
Sul (FEPAGRQ) na forma de liofilizado armazenado em ampola. Foi feita a recuperagdo das
estirpes e manutengdo em meio solido (Norris & Date, 1976). A multiplicagio foi feita en
meio liquido (Norris & Date, 1976) até a suspensio de bactérias atingir cerca de 10° células
viaveis/mL (=UFC), sendo considerada pronta para ser utilizada na inoculagiio das plantulas.

Para identificar se a estirpe da bactéria era Rhizobium ou Bradyrhizobium, adicionou-se ac
meio de cultura solido o corante azul de bromotimol 0,5 %, incubou-se adequadamente as
placas com cada uma das coldnias (estirpes) e observou-se diariamente o crescimento e a ¢o
do meio de cultura. O crescimento de bactérias Bradyrhizobium ¢ lento e a coloragio final d¢
meto com azul de bromotimol é verde escura ou azul, em fungio do meio ficar basico. N¢
caso de colonias de bactérias de Rhizobium, o meio fica acido, adquirindo coloracio verde-
claro, que demonstra crescimento rapido.

A classificagio quanto ao crescimento das estirpes da bactéria para ervitha e tremogc
foram duvidosas, por isso ndo foram apresentadas.

A estirpe 463 (=SEMIA 5019) de Bradyrhizobium elkanii e a estirpe 6 de Bradyrhizobiun,
Japonicum foram recebidas do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), sendo apena:

multiplicadas em nosso laboratorio.

2.3. Condicdes de Cultivo

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetagdo, em condigdes naturais de
luz e temperatura. As sementes foram ccolocadas para germinar diretamente em vasos
plasticos contendo I ou 3 L de vermiculita. Apds a emergéncia foi feito o desbaste de
plintulas, conduzindo-se a partir dai, uma ou trés plantas por vaso, dependendo de suz

capacidade.
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Para obtencéo de plantas noduladas foram feitas trés inoculagdes distribuindo-se 2 mL
de indculo em torno do colo da planta. Apos as inoculagdes, foram colocados 50 mL de agua
destilada no vaso para distribuir o indculo no vaso.

As plantas inoculadas receberam solugfio nutritiva -N, a ndo ser pela adigdio de 0,15
mM de N-NO;™ no periodo de deficiéncia de de N. Plantas nio-noduladas ndo receberam
solugdo nutritiva completa +N contendo 15 mM N-NOs. As solugBes nutritivas +N e -N
foram preparadas baseando-se na solugio de Hoagland & Arnon (1950),

Durante o cultivo, foram fornecidos 100 ou 250 mL das soluges nutritivas +N (V+N) ou
~N (V-N), duas vezes por semana, dependendo do tamanho do vaso e tipo de planta.
IrrigagBes, quando necessarias, foram realizadas com 4gua de torneira. Conforme o objetivo
do experimento, as leguminosas (nﬁo»noduladasj, e as plantas de girassol, tomate e mitho
foram transferidas para um sistema de hidroponia com cerca de 20-25 dias apos a semeadura.
As leguminosas inoculadas, apresentando quantidade abundante de noédulos, foram
transferidas para H-N sempre apos o florescimento, apos "enverdecimento” da planta. Na
hidreponia as plantas foram mantidas em solugiio sem N e sob aeracéo continua, por meio de
um tubo flexivel ligado & tubulagio de um compressor de ar. Antes da transferéncia, o sistema
radicular foi lavado com éagua para remover o excesso de vermiculita, sendo acomodadas trés
plantas em vasos com capacidade para 3 L de solugiio nutritiva. Nio foram feitas trocas de
solucdo nutritiva durante o periode que as plantas permaneceram na hidroponia. O volume
inicial da solugdo no vaso foi restabelecido diariamente com a adicdo de agua destilada. O pH
da solugdo foi monitorado com pHmetro portatil e quando necessario ajustado, sempre para
valores de 6,0 + 0,2, com solugio H,SO4 1 N.

Os experimentos foram iniciados com a transferéncia das plantas para H-N, sob aeracio

continua e, encerrados ap0s quato dias, com a coleta da seiva do xilema.
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2.4. Métodos analiticos
2.4.1. Coleta da seiva do xilema

Idem ao item 2.2.1 do Capitulo 2.

2.4.2. Desagem dos compostos nitrogenados na seiva do xilema
2.4.2.1. Dosagem de ALT

Idem ao item 2.2.4 do Capitulo 2. -

2.4.2.2. Dosagem de NO3’

Idem ao item 2.2.5 do Capitulo 2.

2.4.2.3. Dosagem de URE

Idem ao item 2.2.5 do Capitulo 3.

2.4.2.4, Separacio de aminoacidos livres por HPLC

Idem ao item 2.2.1.3 do Capitulo 1.

2.5. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Idem a Capitulo 1 item 2.3.

O controle dos experimentos foi sempre plantas mantidas em vermiculita com ou sem
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Efeito da transferéncia de leguminosas nio-noduladas e noduladas para hidropenia

sem N no transporte de N na seiva do xilema

. Tremoco

Na Tabela 1 sdo mostradas a composi¢do e as concentra¢des de ALT, NOs” e URE na
seiva do xilema de plantas de tremogo ndo-noduladas e noduladas, apés a transferéncia H-N.
Como se observa, tanto em plantas ndo-noduladas com em plantas noduladas ocorreu aumento
do ASP e redugSes da ASN e GLN apos a transferéncia para hidroponia.

Plantas ndo-noduladas de tremogo apresentaram redugdes nas concentragdes de NO3 e
ALT na seiva do xilema apds a transferéncia das plantas para H-N. Nota-se que a
concentragdo de ALT € muito maior do que a concentragio NOs; nas plantas controle,
sugerindo que esta espécie reduz o NOjs™ preferencialmente no sistema radicular (Tabela 1).

Plantas noduladas de tremogo também apresentaram declinio na concentracio de ALT
transportados pela seiva do xilema apos a transferéncia das plantas para hidroponia (Tabela 1).
A concentragdo de URE encontrada na seiva do xilema de plantas noduladas de tremoco foi
muito baixa, demonstrando que esta espécie transportar mais N na forma de amidas (ASN e
GLN), conforme foi observado pela composigio da seiva do xilema (Tabela 1). Além disso,
{reﬁﬁca-se pouca diferenca na concentragio de amidas transportada pela seiva entre plantas

noduladas e ndo-noduladas (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicio de aminodcidos e concentracdes de ALT, NOs e URE na seiva do
xilema de tremoco (Lupinus albus) ndo-nodulado e nodulado sujeito ou nio ao estresse de

N por quatro dias. Plantas cultivadas em vermiculita (V+N; V-N) ¢ transferidas para H-N.

Nio-nodulado Nodulado
V+N V+N V-N V-N
V+N H-N V-N H-N
(mol %)
ASP 15,58 36,47 21,48 32,15
GLU 3,12 4,85 6,21 6,38
ASN 51,80 19,43 46,29 13,81
SER 2,26 5,68 0,55 5,14
GLN 10,41 1,75 18,30 2,86
HIS 0,69 1,18 042 1,26
GLY 0,91 0,79 0,81 0,99
THR 1,47 1,33 0,21 1,90
ARG 0,57 0,57 0,27 3,85
ALA 0,78 0,45 0,50 2,30
TYR 0,49 8.81 1,23 9,52
MET 0,21 0,26 0,12 0,95
VAL 3,88 4,40 1,38 3,71
PHE 1,21 0,81 0,26 1,44
ILE 1,73 1,91 0,66 1,73
LEU 0,47 1,40 0,28 1,08
LYS 0,50 0,70 0,26 0,41
GABA 2,56 7,27 0,53 8,76
Outros* 1,35 1,94 0,25 1,75
(umol/mL)

NOy 393a 0,24b nd nd
ALT 11,51 a 2,19b 13,70 a 1,66 b
URE nd nd 0.20a 0,05b

nd - nio determmado
Cada valor representa a média de quatro repeti¢Ses (vasos com trés plantas cada).

Médias seguidas de mesma letra , na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
*Aminoacidos ndo identicados no cromatograma
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. Feijéio

Apos a transferéncia de plantas de feijdo ndo-noduladas para H-N foi observada forte
reducdo da ASN e pequena redugiio da GLN (Tabela 2). Em contrapartida, ASP teve um
pequeno aumento na seiva do xilema. Dos aminoacidos restantes com excegio HIS, PHE,
MET, THR e ALA, todos os outros apresentaram aumento de proporgiio apés a transferéncia
para H-N, com destaque para GABA, que aumentou cerca de 9 %.

As concentragdes de ALT e NOy’ foram reduzidas com a transferéncia de plantas de
feijio ndo-noduladas para H-N (Tabela 2). Uma vez que a concentragio de ALT encontrada
foi muito baixa, em relacio a concentragdo de NOs', pode-se sugerir que grande parte do NOy”
seria reduzida na parte acrea da planta (Tabela 2).

Plantas de feijo noduladas apresentaram aumento na concentracio de ASP e reducdes
na concentragdo de ASN e GLN na seiva do xilema, apos a transferéncia de plantas para H-N.
GABA aumentou cerca de 6 % (Tabela 2).

Ocorreram reducdes nas concentracdes de ALT e URE com a transferéncia sendo que,
a concentragdo de URE foi superior a concentragio de ALT, indicando que a espécie €
transportadora de URE quando nodulada (Tabela 2). Outro ponto importante é que a
concentragdo de GLN encontrado mna seiva do xilema de plantas noduladas foi cerca de 2,7
vezes superior a concentragdo encontrada em ndo-noduladas, mostrando a importéncia desta

amida em plantas transportadoras de URE, como feijio {Tabela 2).

i18



Tabela 2. Composiciio de amino4cidos e concentracdes de ALT, NO;3 e URE na seiva do
silema de feijdo (Phaseolus vulgaris cultivar Carioca) ndo-nodulado e nodulado sujeito

ou nio ao estresse de N por quatro dias. Plantas cultivadas em vermiculita (V+N; V-N) e

transferidas para H-N.

Niao-nodulado Nodulado
V+N V+N V-N V-N
V+N H-N V-N H-N
{mol %)
ASP 1,65 7.85 8,21 16,03
GLU 2,06 6,36 8,74 9,26
ASN 53,95 27,03 20,97 11,28
SER 1,25 1,78 4,34 7,17
GLN 7,97 4,63 21,73 6,43
HiS 4,02 3,92 1,82 1,84
GLY 2,38 3,64 0,90 0,37
THR 4,20 3,83 4,19 4,85
ARG 2,85 5,33 2,66 2,60
ALA 0,41 0,35 1,45 1,32
TYR 1,83 2,76 0,59 1,24
MET 0,47 0,26 1,18 1,69
VAL 5,21 9,11 3,51 4,25
PHE 2,16 1,08 0,76 0,65
ILE 2,19 5,46 1,76 3,57
LEU 1,36 2,97 1,77 4,16
LYS 1,35 2,17 6,79 6,18
GABA 3,81 10,31 7,12 13,35
Outros 0,87 1,16 1,51 3,75
(umol/mL)

NOs 1933 a 2,92b nd nd
ALT 298a 1,05b 3,09a 1,72 b
URE nd nd - 6,48 a 1,07b

nd — ndo determinado

Cada valor representa a média de quatro repeticSes (vasos com trés plantas cada).

Médias seguidas de mesma letra , na linha, ndo diferem entre st pelo Teste Tukey (p < 0,05)
* Aminoacidos ndo identicados no cromatograma
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. Feijdo-de-corda

Plantas de feijio-de-corda ndc-noduladas e noduladas mostraram aumento de ASP,
juntamente com redugBes nas concentragdes de ASN ¢ GLN apos a transferéncia para H-N
quando comparadas com plantas mantidas em V+N ou V-N (Tabela 3).

Houve redugdes nas concentragdes de NO3 e ALT apos a transferéncia de plantas de
feijio-de-corda ndo-noduladas para H-N. Por outro lado, plantas noduladas mostraram
redugdes nas concentragbes de ALT ¢ URE em H-N quando comparadas com plantas controle
(Tabela 3). Venfica-se também que NO; € reduzide em maior propor¢io na parte aérea das

plantas ndo-noduladas e quando as plantas estio noduladas houve preferéncia pelo transporte

de URE (Tabela 3).
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Tabela 3. Composicio de aminoicidos e concentracdes de ALT, NO; e URE na seiva do
xilema de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) nio-nodulado e nodulado sujeito ou nio
ao estresse de N por quatro dias. Plantas cultivadas em vermiculita (V+N; V-N) e

transferidas para H-N,

Nio-nodulado Nodulado
V+N V+N V-N V-N
V+N H-N V-N H-N
(mol %)
ASP 3,30 13,05 4,51 32,67
GLU 1,55 5,70 1,42 8,50
ASN 43,22 23,04 21,30 9,56
SER 6,88 9,52 1,63 8,60
GLN 21,50 9,84 40,49 3,31
HIS 1,29 1,24 3,19 1,35
GLY 127 131 278 2,48
THR 2,49 3,70 2,17 3,52
ARG 1,97 2,54 2,22 0,85
ALA 0,67 135 0,50 3,11
TYR 0,40 0,74 0,76 1,24
MET 0,63 0,94 1,42 2,23
VAL 3,34 7,18 3,62 5,61
PHE 1,12 1,82 0,83 1,16
ILE 2,30 3,87 2,10 435
LEU 2,95 5,42 2,57 5,76
LYS 3,31 4,92 591 0,49
GABA 0,93 1,65 0,63 3,14
Qutros * 0,57 2,17 1,96 2,06
(umol/mL)

NOy 20,48 a 459b nd nd
ALT 3.8%a 2,16b 3,75a 0,681
URE nd nd 12,46 a 1.79b

nd — nfo determinado

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada).

Médias seguidas de mesma letra , na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
*Aminoacidos ndo identicados no cromatograma
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. Crotalaria

Ocorreram decréscimos nas concentragdes de ASN e GLN, e aumento da concentracdo
de ASP apos a transferéncia de plantas de crotalaria ndo-noduladas para H-N, em relagio as
plantas V+N ou V-N (Tabela 4). Observa-se também a ocorréncia de aumentos significativos
nas concentrages de GLU, SER, VAL e de outros aminoacidos. Dentro de "outros", um
aminoacido de natureza desconhecida, eluido entre TYR e MET, aumentou muito com a
transferéncia das plantas. NOs" e ALT tiveram suas concentracdes reduzidas com a
transferéncia das plantas para H-N (Tabela 4).

Em plantas de crotalaria noduladas ocorreram decréscimos nas concentragdes de ASN
e GLN apos a transferéncia para H-N. Entretanto, a concentragio de ASP decresceu nestas
plantas ao inves de aumentar, contrariando nossa hipotese de que apds a transferéncia de
plantas noduladas para H-N ocorreria acamulo de ASP as custas de ASN. Ocorreu neste caso,
acumulo significativo de um aminodcido de natureza desconhecida, citado anteriormente. Este
aminoécido contribuiu muito pouco para o transporte nas plantas controle mas, se sobressaiu
mais ainda quando ocorreu decréscimo na assimilagio do N (Tabela 4). Plantas de crotalaria
noduladas apds a transferéncia para H-N mostraram forte redugfio na concentraciio de ALT
transportadas na seiva do xilema. A concentracdo de ALT encontrada na seiva do xilema das
plantas noduladas foi muito mais alta do que a concentragio de URE, mostrando que esta

espécie tem preferéncia pelo transporte de amidas para o N fixado (Tabela 4).
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Tabela 4. Composicio de aminodcidos e concentracdes de ALT, NO; ¢ URE na seiva d
xilema de crotaldria (Crotaldria juncea cultivar IAC 1) ndo-nodulada e nodulada sujeit:

ou niio ao estresse de N por quatro dias. Plantas cultivadas em vermiculita (V+N; V-N) .

transferidas para H-N.

Nio-nodulado Nodulado
V+N V+N V-N V-N
V+N H-N V-N H-N
{mol %)
ASP 1,94 19,37 18,26 5,18
GLU 1,33 9,61 2,61 9,12
ASN 67,53 13,22 56,61 12,65
SER 0,87 5,27 0,12 6,18
GLN 12,73 4,45 17,66 3,72
HIS 0,95 2,39 0,50 4,36
GLY 1,05 2,85 0,14 1,75
THR 2,43 4,00 0,34 5,13
ARG 0,68 0,73 0,20 2,35,
ALA 0,25 1,55 0,12 3,78
TYR 0,67 7,19 0,12 1,44
MET 0,27 0,96 0,09 0,96
VAL 2,43 6,16 0,47 3,52
PHE 0,68 1,39 0,07 0,44
ILE 1,19 4,63 0,14 1,15
LEU 1,06 3,11 0,10 2,28
LYS 2,48 1,89 0,74 2,25
GABA 0,26 1,75 0,19 8,14
pico entre TYT e MET 1,05 7,25 1,51 25,63
Outros* 0,16 2,22 1,01 2,32
{pmol/mL)

NO; 20,94 a 2,73b nd nd
ALT 4,66 a 145b 8.04a 0,78 b
URE nd nd 0,036 0,031

nd — ndo determinado
Cada valor representa a média de quatro repeti¢des (vasos com trés plantas cada).

Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
* Ammoacidos ndo identicados no cromatograma
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. Ervilha

Plantas de ervilha ndo-noduladas e noduladas apresentaram aumento da concentragio
de ASP e redugdes nas concentagdes de ASN e GLN transportada na seiva do xilema apos a
transferéncia para H-N, em relagdo as plantas mantidas em V+N ou V-N (Tabela 5). ©
aminoacido ndo-protéico homoserina ocorreu em concentracio alta na seiva do xilema de
plantas ndo-nodaludas e noduladas. Em plantas noduladas, a concentracio de homoserina
chegou a ser superior & concentragio de GLN transportado, tendendo a se reduzir em plantas
transferidas para H-N (Tabela 5). Homoserina também foi encontrada na seiva do xilema de
plantas do género Pisum por PATE (1962) ¢ Pate & Wallace (1 964},

As concentragdes de NO3s” e ALT apresentaram redugBes com a transferéncia das
plantas para H-N, sendo que a concentracio de NO; foi superior a de ALT (Tabela 5). A
concentragdo de ALT na seiva do xilema de plantas noduladas foi reduzida com a

transferéncia para H-N (Tabela 5).
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Tabela 5. Composi¢iio de aminodcidos e concentracies de ALT e NOs na seiva do xilems
de ervilha (Pisum sativum cultivar samba) nio-nodulada e nodulada sujeita ou nio ac

estresse de N por quatro dias. Plantas cultivadas em vermiculita (V+N; V-N) e transferida:
para H-N.

Nio-nodulada Nodulada
V+N V+N V-N V-N
V+N H-N V-N H-N .
(mol %)
ASP 3,26 20,02 15,74 32,61
GLU 0,36 0,57 0,26 0,23
ASN 43,63 36,75 52,03 32,92
SER 0,65 2,44 0,29 0,55
GLN 10,51 2,74 15,36 12,54
HIS 0,70 0,93 0,36 0,51
GLY 0,93 2,57 0,04 0,06
THR 0,86 2,07 0,73 1,23
ARG 2,21 1,03 0,63 0,80
ALA 0,13 1,02 0,11 0,44
TYR 0,24 0,24 0,21 0,21
MET 0,24 0,19 0,38 0,10
VAL 1,60 3,57 0,62 1,15
PHE 0,42 0,38 0,13 0,14
ILE 8,81 2,01 0,53 0,64
LEU 0,81 1,74 0,34 0,65
LYS 1,20 0,65 0,64 0,88
GABA 0,12 0,95 0,16 2,87
Homoserina 23,03 19,64 10,23 10,46
QOutros* 0,29 0,50 1,22 1,07
(umol/mL)

NO5 18,25 a 291b nd nd
ALT 529a 1,21b 3,04a 1,85b
URE nd nd nd nd

nd — ndo determinado

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada).

Medias seguidas de mesma letra , na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
*Aminoacidos ndo identicados no cromatograma

125



3.1.1. Consideracoes Gerais

A analise dos produtos da fixagio do N, em leguminosas permite a sua divisdo em
transportadoras de URE {4cido alantdico ¢ alantoina) ou transportadoras de amidas (ASN e
GLN), dependendo do tipo de soluto dominante na seiva do xilema (Dakora, 2000). Os
membros da tribo Phaseoleae exportam e N fixado na forma de URE, no caso de feijio-de-
corda, feijéio e soja (Pate ef al., 1980; Sprent, 1981). Cerca de 98 % do N transportado para a
parte aérea de fefjdo-de-corda ocorre na forma de URE, enquanto em plantas trnasportadoras
de amidas, como ervilha e trevo, 81 % do N no xilema est4 na forma de ASN (Atkins, 1987).

Apesar da diferenca dos produtos, a via de assimilagio da NH," produzida pela fixagio
do N; ¢ aparentemente a mesma para leguminosas transportadoras de URE ou de amidas
(Schubert, 1986).

Além disso, as principais .enzimas envolvidas na biossintese de URE, 5'-nucleotidase,
purina nucleosidase, xantina desidrogenase, uricase e alantoinase, estio presentes e ativas em
nodulos de leguminosas transportadoras de URE e amidas, como soja e feijo-de-corda
(Reynolds ef al., 1982). A atividade da enzima AS, principal enzima envolvida na biossintese
de ASN também foi verificada em nodulos de leguminosas transportadoras de amidas e URE
(Reynolds et al., 1982). Ocorre apenas atividade ou expressdo mais baixa das enzimas da
biossintese de URE em plantas transportadoras de amidas, e vice-versa (Pate, 1973; Corby et
al., 1983). Estas diferencas nas atividades das enzimas mostram que os genes que controlam a
sintese destas proteinas estdo presentes e sendo expressos diferencialmente em plantas
transportadoras de URE ¢ amidas (Dakora, 2000).

URE sdo encontrados somente na seiva do xilema de leguminosas tropicais, (tribo
Phaseoleae), uma das razbes propostas para explicar essa ocorréncia, ¢ que ureideos sio
menos soluveis do que amidas (ASN e GLN) (Sprent, 1981). Como moléculas de transporte,

ureideos sdo mais adequados aos tropicos quentes, onde temperaturas relativamente altas
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podem promevem maior absorgio de 4gua e maior solubilidade destes compostos para
transporte iinterno (Dakora, 2000). As concentracdes de URE encontradas na seiva do xilema
de feijfo (Tabela 2) e feijio-de-corda (Tabela 3), juntamente com soja (Capitulo 3) estdo de
acordo com a classificagiio dessas espécies como transportadoras de URE.

Leguminosas transportadoras de amida quando estdo fixando N ou absorvendo NOs,
NH," ou uréia transportam muita ASN e GLN na seiva do xilema (Atkins ez al., 1979). Esta
caracteristica for observada nos experimentos com plantas de tremogo e crotalaria, que quando
noduladas ou ndo-noduladas apresentaram poucas alteragdes nas concentracdes de ASN e
GLN transportada na seiva do xilema (Tabelas 1 ¢ 4).

Em espeécies de leguminosas transportadoras de URE, como soja, feijdo-de-corda e
feijdo, verificou-se um aumento significativo da proporgio de GLN e uma reducio da ASN
em plantas noduladas, quando comparadas com plantas ndo-noduladas (Tabelas 2 ¢ 3). Em
plantas noduladas de feijao-de-corda e feijio a propor¢io de GLN chegou a ser superior a de
ASN (Tabelas 2 e 3). A presenga de mais GLN na seiva do xilema de espécies transportadoras
de URE, pode estar relacionada ao fato de que GLN € o aminoacido doador de grupo amino
para a sintese de URE (Schubert, 1986).

Nos experimentos realizados, verificou-se que os nodulos formados em plantas de
tremogo, crotalana e ervilha apresentaram crescimento indeterminado, enquanto os nodulos de
feyjfio, fejjdo-de-corda e soja apresentaram crescimento determinado. Isto concorda com o fato
de que plantas transportadoras de amidas apresentam modelo de crescimento indeterminado
para o nodulo e leguminosas transportadoras de URE, modelo de crescimento do nédulo
determinado (Schubert, 1986).

Foi observado que plantas de tremogo ndo-noduladas recebendo 15 mM de NOs

apresentaram uma alta concentragdo de ALT na seiva do xilema e, em contrapartida uma baixa
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concentracio de NOj (Tabela 1). Raizes de espécies de Lupinus sdo particulamente ativas na
redugdo de NOj3', sendo nmité pouco do NO3 (6 a 10 %) reduzido na parte aérea da plantas,
mesmo em concentragdes supra-otimas de NO;™ (Pate, 1973; Pate er o/, 1979).

QOutras espécies como ervilha {Oghoghorie & Pate, 1971) e feijfo-de-corda (Pate ef al.,
1980) s#o classificadas como "intermedianias”, porque reduzem parte do NO; na raiz e na
parte aérea mas, & medida que a concentragio de NOs; no meio externo aumenta, aumenta a
propor¢io de NOs™ reduzida na parte aérea da planta (Pate ez al., 1980). Isto pode explicar
porque foi encontrada alta concentragio de NOs ™ na seiva do xilema de plantas nio-noduladas
de feijdo-de-corda e ervilha (Tabelas 3 e 5). Qutros exemplos de plantas que reduzem NOy'
tanto na raiz como na parte aérea, so crotalaria (Tabela 4) e soja (Capitulo 2), conforme
observado também por Crafts-Brandner & Haper (1982).

Existem espécies onde muito pouco NO; ¢ reduzido na raiz como por exemplo,
Gossypium (Radin et al., 1975) e Xanthium (Wallace & Pate er al., 1967). No nosso caso,
feljdo mostrou uma baixa concentragdo de ALT na seiva do xilema sendo portanto, grande
parte do NO;™ reduzido na parte aérea da plantas (Tabela 2). A maior redugdo do NOs™ na parte
aérea de plantas de feijio também foi observada por Marques ez a/. (1983) ¢ Wallace (1986).

De um modo geral, leguminosas tropicais pertencentes a tribo Phaseoleae, apresentam
em meédia 87 % da atividade da RN na parte aérea (Atkins ef a/., 1980a). Em leguminosas
temperadas como ervitha e tremogo, 50 % ou mais da atividade da RN na raiz (Wallace,
.1966), sendo que quanto maior o suprimento de NOs', maior € a propor¢io reduzida na parte
aérea {Andrews ef al., 1984; Wallace, 1966).

Com excecdo de plantas de crotaléria noduladas (ndo houve aumento de ASP, embora
a razdo ASP/ASN aumentou}, em todas as espécies de leguminosas estudadas, noduladas e

ndo-noduladas, ocorreu aumento de ASP e redugdo da ASN. Isto confirma nossa hipotese de
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que sob deficiéneia na assimilagio do N, ha uma preferéncia pelo transporte de ASP en
relagdo a A-SN. Em todas as situaces também ocorreu declinio da GLN.

O corfxportamento das leguminosas estudadas durante o estresse de N foi, portanto
semelhante 2 sojé quanto as mudangas no transporte de aminoacidos no xilema. NHo houw

diferenca neste sentido entre as leguminosas transportadoras de URE ou amidas.

3.2. Efeito da transferéncia de plantas de girassol, tomate e milho para hidroponia sem
nitrogénio

Diante do fato de que plantas leguminosas aqui estudadas, noduladas ou nio
noduladas, apresentaram alteragio na razio ASP/ASN sob deficiéncia de N, surgiu-nos
interesse de estender a investigagio para verificar o fendmeno em nio leguminosas.

Observou-se também em girassol, milho e tomate (Tabelas 6, 7 e 8) redugdes na
concentragdes de ASN e GLN acompanhado do aumento da concentragio de ASP na seiva di
xilema apoés a transferéncia das plantas para H-N. Nestas espécies observa-se que GLN sempr
foi o principal ammmoacido transportado na seiva do xilema das plantas. Talvez por essa razd:
ndo foi observada reducio muito acentuada da concentracdo de ASN nas plantas. Pate (1971
¢ White ef a/ (1981) também encontraram GLN como a principal forma de N transportada er
tomate. A reducBio de GLN pode estar relacionada com o fato dessa amida ser produt
primario da assimilag@o de N em plantas.

Tanto para girassol quanto para milho e tomate ocorreram decréscimos na
concentragdes de NO3™ e ALT na seiva do xilema da plantas em H-N, quando comparadas cor
plantas mantidas em vermiculita recebendo NO;™ (Tabelas 6, 7 e 8). Nas trés espécies fico
caracterizado que o sitio de redugiio do NO;™ foi principalmente a parte aérea da planta, um

vez que a concentracdo de NO3 no xilema foi sempre superior a de ALT (Tabelas 6, 7 ¢ 8).

129



Tabela 6. Composicio de aminoicidos e concentracies de ALT e NO; na seiva do xilema
de girassol (Helianthus annus) sujeito ou niio ao estresse de N por quatro dias. Plantas

cultivadas em V-+N e transferidas para H-N.

V+N Y+N
V+N H-N
{mol %)
ASP 3,66 10,89
GLU 4,84 9,66
ASN 12,17 4,37
SER 3,80 6,07
GLN 58,37 38,86
HIS 0,48 1,14
GLY 1,27 2,12
THR 1,11 2,19
ARG 1,94 4,03
ALA 2,46 3,25
TYR 0,71 0,91
MET 0,15 0,23
VAL 2,19 3,46
PHE 0,24 0,35
ILE 1,20 2,47
LEU 0,78 1,35
LYS 0,23 0,33
GABA 2,80 5,30
Qutroes * 1,38 3,02
{(pmol/mL)

NO; 17.10 a 401b
ALT 323a 1,30b

Cada valor representa a meédia de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada).
Médias seguidas de mesma letra , na linha, n3o diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
* Aminoacidos ndo identicados no cromatograma
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Tabela 7.-Composiciio de aminoacidos e concentracies de ALT e NO;™ na seiva do xilem
de milho (Zea mays) sujeito ou niio ao estresse de N por quatro dias. Plantas cultivadas er

V+N e transferidas para H-N.

V4N V+N
V+N H-N
(mol %)
ASP 4,18 9,59
GLU 7.42 20,98
ASN 17,47 4,46
SER 10,87 12,17
GLN 33,36 20,13
HIS 0,56 0,88
GLY 2,63 2,30
THR 3,36 431
ARG 2,20 1,91
ALA 11,66 5,83
TYR 0,06 0,02
MET 0,44 0,84
VAL 1,50 3,34
PHE 0,26 0,97
ILE 0,56 1,78
LEU 0,55 2,20
LYS 1,35 2,05
GABA 0,53 498
QOutros * 1,05 1,25
(umol/mL)

NO5 20,47 a 4,20b
ALT 10,08 a 5.81b

Cada valor representa a média de quatro repeti¢des (vasos com trés plantas cada).
Medias seguidas de mesma letra , na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
*Aminoécidos ndo identicados no cromatograma
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Tabela 8, Composicio de aminodcidos e concentracies de ALT e NO; na seiva do xilema
de tomate (Lycopersicon esculentum) sujeito ou nio 2o estresse de N por quatro dias.

Plantas cultivadas em V+N e transferidas para H-N.

V+N V+N
V+N H-N
{mol %)
ASP 4,22 13,96
GLU 7,49 11,39
ASN 10,90 7,74
SER 5,44 10,75
GLN 32,56 21,58
HIS 2,97 1,24
GLY 2,47 4,21
THR 4,49 3,19
ARG 2,82 0,27
ALA 1,41 1,67
TYR 1,00 1,80
MET 3,64 0,50
VAL 4,07 4,16
PHE 1,25 1,57
ILE 2,82 2,89
LEU 2,60 2,81
LYS 5,92 1,42
GABA 3,27 7,28
Outros * 0,67 1,58
(umol/mi)

NOs 2921 a 2,340
ALT 2,44 a 0,67b

Cada valor representa a média de quatro repeticdes (vasos com trés plantas cada).

Meédias seguidas de mesma letra , na linha, ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (p < 0,05)
*Aminoacidos ndo identicados no cromatograma
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3.3. Transferéncia de cultivares de soja nodulada para hidroponia sem nitrogénio
influéncia de cultivar e estirpe

Existe grande variabilidade genética entre e dentro de espécies de leguminosas quants
4 capacidade de fixar N biologicamente, o que representa uma material inesgotével par
selecdo genética (Hungria & Neves, 1986). Essa variabilidade ja foi demonstrada en
Phaseolus vulgaris, refletindo em diferencas na massa, nimero e eficiéncia dos nodulos
atividade da nitrogenase e N acumulado pelas plantas (Fungria & Ruschel, 1982). Do mesmy
modo, ja foram detectadas diferengas entre plantas da mesma cultivar de feijiio inoculada
com diferentes estirpes de Rhyzobium leguminosarum biovar phaseoli (Hungria & Ruschel
1982). Desta forma, torna-se importante saber se fatores intrinsecos da planta hospedeir
(soja) e estirpe de bactéria (Bradyrhizobium) podem influenciar na alteragio da razds
ASP/ASN apos a transferéncia de plantas noduladas para hidroponia.

Na Tabela 9 estdo apresentadas as composigdes da seiva do xilema de plantas de soj.
de dois cultivares, IAC17 e Maple Arrow, inoculadas com Bradyrhizobium elkanii (estirp
463) e Bradyrhizobium japonicum (estirpe 6). Como se observa nos quatros sistema
simbioticos houve reducGes nas concentragdes de ASN e GLN com o concomitante auments
de ASP na seiva do xilema de plantas transferidas para H-N, em relacdo as plantas mantida
em V+N. Ocorreram também reducdes nas concentragdes de ALT e URE nos quatro sistema
em hidroponia (Tabela 9). Entretanto, ndo ocorreram grandes diferencas nas concentragdes d
ALT ou URE entre os quatro sistemas estudados (Tabela 9). Baseado nestes resultados pode
se inferir que as alteragdes observadas na seiva do xilema de plantas de soja apods .
transferéncia para hidroponia foram independentes do gendtipo e da estipe d

Bradyrhizobium utilizada.
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E provavel que também haja pequenas variagdes nos efeitos da transferéncia da planta
noduladas e nfo noduladas para H-N em funcdo da espécie, cultivar e idade de plant:
condigbes ambiente, nivel nutricional antes do estresse etc. As plantas cultivadas com NO
(leguminosas ou ndo) permaneceram em H-N durante quatro dias entretanto, ndo se sabe qu:
o nivel de deficiéncia de N que esse tratamento causou & planta, portanto é possivel que
intensidade do efeito varie em fungio do tempo de permanéncia em H-N sem NOy".

Quando plantas de soja ndo-noduladas foram transferidas para H-N, observou-se qu
somente no segundo dia apos a transferéncia é que ocorreu aumento na razdo ASP/ASN. Dev
ocorrer primeiramente um esgotamento do pool de N da raiz {(dados apresentados no Capitul
2). Plantas noduladas também podem apresentar variagGes na sensibilidade do nédulo a

aumento da resisténcia ao oxigénio, conforme proposto no Capituio 3.
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4. CONCLUSOES

O aumento da razio ASP/ASN na seiva do xilema de leguminosas noduladas e ndo-

noduladas ap6s a transferéncia para H-N é um fenémeno que independe da leguminosa ser

ransportadora de URE ou amidas.

Espécies nfo-leguminosas (girassol, tomate e milho) também apresentam aumento da

razdo ASP/ASN apos serem sujeitas 4 deficiéncia de N.

Em soja, o fendmeno foi independente da cultivar e da bactéria utilizada.

136



CAPITULO 5

METABOLISMO E TRANSPORTE DE NITROGENIO EM SOJA DURANTE A

NODULACAO E O DESENVOLVIMENTO DA PLANTA



1. INTRODUCAO

Durante o estabelecimento da fixagio do Na, plantas inoculadas cultivadas na auséncia
de N mineral (NOs™ ¢ NH,"), estdo sujeitas. apds o esgotamento das reservas de N e antes do
nicio da fixagfo do N, a um periodo de deficiéncia (Peat er al., 1981; Finke ef al, 1982;
Atkins ef al., 1989a). Essa deficiéncia pode ser observada pelo amarelecimento, das folhas
principalmente mais velhas. Tendo em vista que o aumento do transporte de ASP parece estar
assoctado a uma deficiéncia na assimilagio do N (Capitulos 2 e 3), o fendmeno representa
uma oportunidade de testar a hipotese numa situacfio bastante distinta do sistema de
hidroponia usado nos demais capitulos desta tese. Desta forma, foi feito um estudo com
objetivo de relacionar o teor de ASP no xilema com outros compostos nitrogenados de raizes,

nodulo e folhas durante o desenvolvimento de plantas noduladas em vermiculita.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal e Condicdes de Cultive

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagiio, em condicdes naturais de
luz e temperatura. As sementes foram colocadas para germinar diretamente em vasos plasticos
contendo 3 L de vermiculita. Apds a emergéncia foi feito o desbaste de plantulas conduzindo-
se, a partir dai, uma ou trés plantas por vaso, dependendo de sua capacidade. Foram colocados
pratos sob os vasos para reter pequena quantidade de agua ou solugdo nutritiva.

A partir de VO (planta com cotilédones abertos, segundo Fehr ef a/., 1971), foram feitas
trés inoculagdes com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS 463 (=SEMIA 5019), distribuindo-~
se 2 mL de méculo em torno do colo da planta, por trés vezes seguidas. Apos as inoculagdes,
foram colocados 50 mL de agua destilada no vaso para distribuir o indculo.

Durante o cultivo as plantas receberam duas vezes por semana 250 mL de solucdo
nutritiva -N (0 mM N-NOs’), preparada baseando-se na solugio de Hoagland & Amon (1950).
Irrigacdes, quando necessarias, foram realizadas com agua de torneira.

Periodicamente foram feitas coletas da seiva do xilema, raizes, nédulos e folhas das

plantas para anélise.

2.2. Métodos Analiticos
2.2.1. Dosagem de pigmentos foliares

Os teores de clorofilas totais e carotendides foram determinados em discos foliares
retirados do dltimo trifolio expandido, a partir do apice da planta. Utilizou-se acetona 80%
(v/v) para extrag@o e os coeficientes de absorvincia molar propostos por Lichtenthaler &

Rinderle (1988).
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2.2.2. Coleta da seiva do xilema

Idem ao item 2.2.1 do Capitulo 2.

2.2.3. Coleta, extracio ¢ anilise dos compostos nitrogenados de raizes ¢ noédulos

Idem ao ttem 2.2.3 do Capitulo 2, executando os mesmos procedimentos para ¢

nodulo.

2.2.4. Dosagem de ALT

Idem ao item 2.2 4 do Capitulo 2.

2.2.5. Dosagem de URE

Idem ao item 2.2 4 do Capitulo 3.

2.2.6. Separacio de aminogcidos livres por HPL.C

Tdem ao Capitulo 1 item 2.2.1.3.
2.3. Delineamento Experimental e Anilise Estatistica

Idem a Capitulo 1 item 2.3.

O controle dos expenimentos foi sempre plantas em vermiculita.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 s8o apresentados os teores de clorofilas e carotenoides nas folhas bem
como, teores de URE e ALT na seiva do xilema das plantas de 17 a 49 dias apés a semeadura
{DAS) em vermiculita.

Os teores de clorofilas e carotendides sofreram uma queda apds 17 DAS, voltando a
aumentar apos 27 DAS, indicativo do periodo de deficiéncia de N que as plantas estfio sujeitas
apos o esgotamento das reservas de N ¢ antes da plena atividade de fixagio do Na.

A concentragio de URE na seiva do xilema foi muito baixa até os 27 DAS. A
concentragdo de ALT diminuiu apés 17 DAS, tendendo posteriormente a permanecer
constante (Tabela 1).

Quanto & analise qualitativa dos aminoacidos, esta revelou mudangas acentuadas ao
longo do desenvolvimento. O teor de ASP na seiva do xilema das plantas foi inicialmente
baixo (17 DAS), aumentou até 27 DAS, e depois sofreu reducio. Por outro lado, o teor de
ASN teve tendéncia inversa ao do ASP ou seja, quando o teor de ASP foi alto, o de ASN foi
baixo (Tabela 1), sugerindo que houve maior transformacio de um aminoacido no outro. A
GLN foi encontrada em grande propor¢do a partir de 34 DAS (Tabela 1). Os aminoacidos
GLU, SER, ALA e GABA nio sofreram grandes alteragdes durante o desenvolvimento das
plantas (Tabela 1).

Os resultados apresentados na Tabela 1 revelam uma associacio clara com as
caracteristicas morfologicas das plantas apresentadas na Tabela 4. Aos 34 DAS, por exemplo,
foram observados os primeiros nodulos (Tabela 4), que coincidiu com o aumento da massa
fresca, e com aumentos na concentragdo de URE e GLN na seiva do xilema (Tabela 1). Apesar
disso, as plantas ainda permaneciam com folhas com coloragio verde-clara (Tabela 4),

concordando com o baixo teor de clorofilas totais {Tabela 1). O “enverdecimento” sé ocorreu
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aos 39 DAS (Tabela 4), e foi confirmado pelo aumento no teor de clorofilas e carotendides das
folhas (Tabela 1). A presenga de URE na seiva do xilema pode ser usada para avaliar a fixagio
de N (McClure er al., 1980; Herridge & Peoples, 1990; Sodek & Silva, 1996). Baseando-se
nisso, a concentragdo de URE indicou que a piena fixacdo do N foi atingida 5 dias antes do
"enverdecimento” das folhas (Tabelas 1 e 4).

Os resultados mostraram também que a presenca da GLN na seiva do xilema esteve
sempre associada a sintese de URE (Tabela 1), concordando com os resultados obtidos por
Amarante & Sodek (dados ndo publicados).

O baixo teor de ASN e alto teor de ASP no xilema, mesmo quando URE ¢ GLN ja
comecaram atingir valores altos no xilema (34 DAS, Tabela 1) podem significar que a
alteragdo do transporte de aminoacidos nfo esteve diretamente associada a fixagdo do Na, per
se mas relacionada com a deficiéncia de N na planta.

Nas raizes, aos 27 DAS observou-se o teor mais baixo de ASN, e os teores mais altos
de ASP e GLU (Tabela 2). Este resultado concorda com o teor mais baixo de ASN,
concomitante com a concentra¢do mais alta de ASP na seiva do xilema. A partir desta data, o
teor de ASN elevou-se até 49 DAS (Tabela 2).

Aos 27 DAS, as plantas j4 apresentavam nédulos, porém estas ainda eram muitos
pequenos, havendo dificuldade para serem coletados das raizes (Tabela 4). Assim,
provavelmente grande parte do N da planta ainda era derivado da reserva dos cotilédones.

Nas raizes, o teor de GLN sofreu pouca variagdo durante todo o desenvolvimento da
planta {Tabela 2), sugerindo que o teor deste aminoacido nas raizes independe da fixagdo do

N, e que também ndo contribui para o aumento do ASP no xilema (Tabela 2).
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Nos nodulos, aos 34 DAS, o teor de GABA foi bem mais alto do que qualquer outro
aminoacido (Tabela 3). Nesta data, ASN j& havia comegado se elevar nas raizes (Tabela 2). No
xilema ASN e GLN tambeém tiveram suas concentracdes aumentadas enquanto, a concentracio
de ASP comegou a decrescer (Tabelas 1). Além disso, a concentracdo de URE na seiva do
xilema nesta fase chegou ao seu valor mais alte durante todo experimento, indicando que a
planta ja tinha atingido a plena fixagdo do N, mesmo a planta ainda apresentando sintomas de
deficiéncia de N comprovada também pelo teor ainda baixo de clorofila nas folhas (Tabelas 1
e4).

Posteriormente, continuaram ocorrendo aumentos nas concentracdes de ASN no
xilema, raizes e nodulos (Tabelas 1, 2 e 3), até atingirem a composi¢io caracteristica de
plantas com nédulos maduros, ou seja, predominincia de URE, ASN e GLN no transporte de
N no xilema.

A medida que ASN aumentou, ASP diminuiu na seiva do xilema, e no nodulo, a
medida que aumenta ASN, a concentragio de GABA diminuiu. Ainda quando ASP estava
alto, GLN e URE ja tinham atingindo valores maximos no xilema.

Um ponto surpreendente, € o alto teor de GABA no nodulo logo apos sua formagio (34
e 39 DAS). Somente apos a plena fixacio do N, demonstrada pela concentragio de URE, a
concentragdo de GABA comega diminuir ¢ o de ASN aumenta. Nos relatos em literatura,
verifica-se que no nodulo GABA foi relacionado ao balango de pH, especificamente como
dreno de H™ (Vance & Heichel, 1991). Mas, durante a formacio dos nddulos ndo ha relatos na
literatura sobre o papel especifico para o GABA.

Outro aspecto importante, ¢ que com a formacio do nédulo, primeiro ocorreu aumento
de GLN e URE, seguido do aumento de ASN na seiva do xilema. Isto demonstra a preferéncia
pelo transporte de URE pelo sistema soja-Bradyrhizobium. ASN também tendeu a se acumular

lentamente nas raizes. No nodulo ASN aumentou rapidamente, mas somente apds o teor nas
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raizes ter aumentado. Isto sugere que, primeiro é estabelecido o teor de ASN para transporte
no xilema, depois ocorre aumento do poo/ de ASN nas raizes e um pouco mais tarde o pool do
nodulo.

Apesar das grandes variagdes na composi¢io dos aminoacidos nos tecidos durante o
desenvolvimento da planta, houve apenas pequenas variagdes no teor de ALT. A maior
variagdo no teor de ALT foi observada aos 27 dias para o xilema e aos 27 e 34 dias nas raizes,
quando ocorreu um pequeno decréscimo. Uma queda nos teores de ALT durante da fase de
deficiéncia de N pode ser esperado. Surpreendente foi a queda ser relativamente pequena.

O desenvolvimento do nédulo envolve uma complexa série de alteracdes bioquimicas
e estruturais na planta hospedeira e infectada pelo Rhizobium, que finalmente resulta na
simbiose no qual o componente da bactéria fornece N reduzido e o hospedeiro fornece
substratos respiraveis ¢ um ambiente apropriado para atividade fixadora de N pelo bacterdide.
Embora, o desenvolvimento do cordio de infecgio e do funcionamento da simbiose,
crescimento e maturagdo dos tecidos do nddulo se prolonguem usualmente apés o
aparecimento da atividade da nitrogenase (Newcomb, 1981).

Dos 27 aos 34 dias ocorreu um aumento de 26 vezes na massa fresca dos nodulos e 13
vezes na quantidade de URE exportada no xilema, ficando demonstrado rapido crescimento e
pleno funcionamento do nédulo. Neste periodo, o teor de clorofila das folhas ndo atingiu seu
maximo. O rapido aumento na matéria fresca do nédulo observado pode ser relacionado a
transformacdo extremamente rapida de uma estrutura pré-emergente em nodulo funcional, que
envoive a transformacdo de células meristematicas em células infectadas. Estes eventos foram
associados por Newcomb (1981) com o crescimento extremamente rapido do nédulo e com o
subito aumento da atividade da nitrogenase (Atkins et al., 1984b). Ap0s este periodo, perece
existir uma auto-regulagio da nodulago em relagio & atividade da nitrogenase. Isto foi

demonstrada em Discaria trinervis inoculada com Frankia, pela depressio na formacio
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(nimero) e no crescimento (biomassa) dos nddulos apds o estabelecimento da fixacio de Ny,
em contraposi¢io a0 aumento do conteido de N na planta como um todo (Valverde er al.,
2000).

Durante o crescimento da planta € a formacdio dos nédulos em leguminosas, como soja
e feijdio, ficou demonstrado que ha sincronizacdo entre o declinio do N dos cotilédones e o
inicio da fixagdo do Na, causa um periodo de deficiéncia de N, entre 15 e 20 dias apos a
emergéncia (Cookson ef al, 1980; Jones et a/,1981; Franco & Munns, 1982; Hungria &
Neves, 1987). O periodo exato de "fome de N" em leguminosas noduladas epigeas, coincide
com o periodo onde o N; fixado ¢ usado mais para o crescimento do nédulo do que
transportado para a parte afrea, cujas primeiras folhas requerem alto teor de N (Yoneyama &
Ishizuki, 1982; Sprent & Thomas, 1984). O modelo de particionamento do N para os nédulos
e os sintomas de "fome de N" variou entre cultivares de feijio-de-corda (Atkins ef al, 1989) e
também entre estirpes de Rhizobium em feijio (Hungria er al,1991). Assim, é possivel
selecionar estirpes ¢ cultivares nos quais o sintoma classico de deficiéncia de N nfo seja
observado, devido ao precoce estabelecimento da fixagdo do N e assimilacio (Hungria et
al ,1991).

Pelos resultados verifica-se que o aumento de ASP na seiva do xilema esteve associado
a fase de deficiéncia de N, entre o esgotamento das reservas de N provenientes dos cotilédones
e o estabelecimento do nodulo/fixacdo do N. Isso apéia a hipotese de que o aumento do ASP
esteja relacionado com a deficiéncia na assimilagio do N, proposta por Puiatti & Sodek
(1999). Tal hipétese fol baseada no aumento de ASP com a diminuigio da fixagio do N ao
transferir plantas para H-N, com aeracdo, e ao transferir plantas ndo-noduladas cultivadas com
NOy™ para H-N, com aeragdo, conforme os resultados apresentados nos Capitulos 2 e 3. ASP

diminui quando NOs ¢ adicionado a hidroponia com aeragdo em plantas nio-noduladas e



noduladas. Assim, supostamente a assimilagdo do NOj adicionado & hidroponia compensa en

parte a inibic3o da fixa¢do do N.
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4, CONCLUSOES

A formacio dos nodulos em plantas de soja representou mais uma situa¢do na qual o
aumento da razfic ASP/ASN na seiva do xilema esteve relacionado com a deficiéncia na

assimilacio de N pela planta.
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CONCLUSAO GERAL

A deficiéncia de N provoca um aumento na razdo ASP/ASN na seiva do xilema reflexo
de mudanca no metabolismo de ASN, aparentemente em funco de alteragdes na atividade da

enzima AS, responsavel pela sintese de ASN a partir de ASP.
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