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RESUMO

Plantas de soja ncduladas fixando plenamente o Nj, cultivadas na auséncia de N-
combinado, contém niveis relativamente altos de GLN como forma de transporte de N no
xilema (cerca de 20-25 em mol % do total de aminoacidos) comparadas a plantas nfo-
noduladas nutridas com NOs™ (cerca de 1-2 em mol % do total de aminoacidos). Experimentos
que levaram a redug8o da fixacio de N,, avaliados pela reducio do teor de URE na setva do
xilema, como a aplicagio de NOs', transferéncia das plantas para sistema hidropdnico com
aeragdo, inundacio do sistema radicular, substituicdo do ar da rizosfera com N; ou mistura
argdnio:oxigénio (80:20), conduziram a uma redugdo severa e especifica dos niveis de GLN.
A remogdo manual dos nodulos do sistema radicular produziu 0 mesmo efeito. Além disso,
durante o crescimento das plantas foi observado um aumento substancial dos niveis de GLN
correspondentes a fase de formagdo dos nodulos e o inicio da fixagio plena de N; em soja, em
paralelo ao aumento de ureideos e atividade da GS. Aumentos concomitantes dos niveis de
GLN e de URE também foram observados quando plantas noduladas de soja, cultivadas em
vermiculita sem N e transferidas para hmdroponia, na presenga ou auséncia de N, ou inundadas,
foram replantadas em vermiculita ou tiveram a inundago suprimida através da drenagem. A
NADH-GOGAT nos nodulos parece ter uma relacio direta com niveis de GLN transportados
no xilema, partindo da observacio da queda e posterior elevagdo da atividade da enzima em
paralelo aos nivels de GLN nos tratamentos de hidroponia na presenga e auséncia de NOs™ e
posterior replantio em vermiculita sem N, respectivamente. As mudancas de atividade da GS
em nodulos foram muito menos pronunciadas, sugerindo elevada estabilidade da enzima sob
os tratamentos com hidroponia. A composi¢ic nitrogenada da seiva do xilema das plantas
inundadas de soja mostrou uma queda consideravel dos niveis de GLN, 10 minutos apds inicio

do tratamento, alcangando valores muito baixos dentro de 30 min. Uma inibi¢do concomitante
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do teor de URE foi obtida nesses tratamentos. Apesar da evidéncia de que a atividade dos
nodulos esteja relacionada as flutuagdes dos niveis de GLN, foram encontrados teores
minimos desse aminoécido nos nédulos, ndo sofrendo variagBes detectaveis com a aplica¢io
dos tratamentos. As redugdes de GLN no xilema também nio mostraram uma correspondéncia
com os niveis de GLN do floema, raizes ¢ folhas. Os tratamentos mibitérios 4 fixacio de N,
como a aplicacdo de NO;™ e inundagio também causaram uma reducio dos niveis de GLN em
espécies de leguminosas exportadoras de amidas ¢ em ambos os teores de GLN e de URE em
outras espécies de leguminosas que exportam preferencialmente URE, sugerindo ser este um
efeito comum em leguminosas que transportam GLN. Coletivamente, as mudancas da
composi¢ho aminoacidica do xilema frente aos diferentes tratamentos utilizados indicam que o

nivel de GLN transportado no xilema est4 fortemente associado com a atividade dos nédulos.
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SUMMARY

Nodulated soybean plants, fully dependent on N, fixation, cultivated with N-
deficient nutrient solution, contain relatively high levels of GLN in N transport of the xylem
(around 20-25 mol % of total amino acids) compared to non-nodulated plants grown on nitrate
(around 1-2 mol % of total amino acids). Experiments that lead to reduced N, fixation, judged
by xylem sap ureide levels, such as NOs™ application, transfer of plants to aerated hydroponic
culture, waterlogging of the root system, substitution of air in the rhizosphere with nitrogen or
a mixture of argon:oxygen (80:20), lead to severe and specific reduced GLN levels. Manual
removal of the nodules from the root system produced the same effect. Furthermore, during
the growth cycle of the piants, a substantial increase in GLN levels was observed
corresponding to the phase of nodule formation and beggining of N, fixation, in parallel with
increases in ureide levels and GS activity. Concomitant increases in GLN and ureide levels
were observed, when nodulated soybean plants cultivated in vermiculite without N and
transfered to hydroponic culture with or without N or waterlogging, were returned to
vermiculite or the waterlogging treatment was suppressed by drainage. In nodules, NADH-
GOGAT activity seems to be directly correlated with GLN levels transported in the xylem,
Judging by the decline and posterior elevation of enzyme activity in parallel with GLN levels
in the hydroponic treatments with or without N and when plants were returned to vermiculite
without N, respectively. Changes in GS activity in nodules were much less pronounced
suggesting high enzyme stability under hydroponic treatment. The xylem sap nitrogen
composition of waterlogged plants showed a considerable fall in glutamine levels, ten minutes
after the treatment had initiated, reaching very low levels within 30 minutes. A concomitant
inhibition in ureide contents was observed. Despite the evidence that nodule activity underlies

the flutuations of GLN levels in the xylem, very low levels in the nodule were found, which
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suffered no detectable variation after the treatments applied. Decreases in xylem GLN were
not associated with GLN levels in phloem, roots or leaves. Inhibitory effects on nitrogen
fixation such as NOj application and waterlogging caused a reduction in GLN in amide
exporting legumes and in both GLN and ureide levels in other URE exporting legume species,
suggesting a common effect in GLN exporting legumes. Collectively, changes in amino acid
xylem composition under the several treatments tested indicated that GLN levels transported

in xylem are largely associated with nodule activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fixacdo de N ¢ atividade dos nodulos em leguminosas: aspectos basicos

O nitrogénio € um elemento essencial para as plantas e freqlientemente, um fator
limitante do crescimento das culturas. Em conseqiiéncia, grandes quantidades de fertilizantes
sio aplicadas nas plantas cultivadas, o que constitui um processo caro e consumidor de energia
(Day et al., 2001).

Algumas espécies de plantas, muitas delas leguminosas, como a soja, associam-se
simbioticamente com bactérias do solo, que se tornam capazes de reduzir o N, atmosférico,
satisfazendo o requerimento de N da planta, num processo denominado fixagio simbidtica do
nitrogénic. Essas espécies sdo capazes de crescer sem a adigio de fertilizantes nitrogenados,
com vantagens evidentes para a agricultura sustentavel (Day et al., 2001; Poole & Allaway,
2000).

A soja tem grande importdncia na agricultura mundial, oferecendo proteina de alta
qualidade (Balestrasse et al, 2001). Ao ser cultivada em simbiose com Bradyrhizobium,
contribul para o aumento da entrada de nitrogénio combinado no solo, atingindo alta
produtividade, o que resulta numa economia superior a trés bilhdes de dolares por safra em
fertilizantes nitrogenados em nosso pais (Dobereiner, 1997).

A conversdo biolégica do N, atmosférico em NHy € realizada pelos bacterdides,
células especializadas de rizobio, inclusas em células infectadas do tecido central dos nddulos
da planta hospedeira, por meio da operacdio do sistema enzimatico nitrogenase {(Udvardi &
Day, 1997).

Com a finalidade de que a fixagdo de N, seja mantida e traga o maximo de beneficio
a planta hospedeira, as células dos nodulos e das bactérias em simbiose devem ser supridas

eficientemente com substratos ricos em energia gerados pela fotossintese da planta hospedeira.
1



Uma vez que os bacterdides nio tém nenhuma capacidade fermentativa e os produtos de
fermentagfio da planta hospedeira sio inibitorios para o metabolismo vegetal, os sistemas de
transporte de elétrons de ambos, hospedeiro e simbionte, nio devem ser limitados pela
dispenibilidade de O, de forma que suas oxidases terminais sejam supridas com O, suficiente
para manter uma geragio eficiente de ATP (Robson & Postgate, 1980). Por outro lado, a
nitrogenase, extremamente labil ao Oy, ¢ desnaturada com 5 mmol O/m’ (Sheehy & Thornley,
1988). Porém as espécies de rizobio sdo estritamente dependentes da energia respiratoria
(Appleby, 1984) e o funcionamento da nitrogenase também necessita do )z como o aceptor
final de elétrons para a produciio de ATP. Essas condigbes levaram as leguminosas a
incorporar varios mecanismos no nodulo com a finalidade de criar um ambiente microaerdbico
aitamente regulado (Guash e al., 2001), de forma que o O, a0s nodulos é fornecido por fluxos
adequados de O sob baixas concentracdes, dissolvido no citoplasma das células infectadas
dos nédulos (Bergersen, 1997b).

Varios mecanismos de regulacio da difusio de oxigénio em leguminosas tém sido
propostos, envolvendo o cértex do nodulo e a regifio infectada (contendo o bacterdide). A
barreira de difusdo ao oxigénio, localizada no cortex interno e cortex central, foi sugerida
como o principal mecanismo de regulagio do O (Minchin, 1997).

Evidéncias anatomicas recentes sugerem que as células do cortex interno sio
osmocontrateis e podem reduzir o tamanho dos espacos intercelulares e/ou expulsar 4gua para
o seu interior (Setraj ef al., 1995). Essa idéia ¢ apoiada pelo desaparecimento induzido do O,
dos espacos intercelulares, das células da zona de distribuicdo do cortex interno do nédulo
apés 1-2 min de tratamento com O, 40 % (Witty ef al, 1987). A mesma velocidade de
resposta foi observada em relaciio a despolariza¢do de membrana dentro dos nodulos, com o
auxilio de microeletrodo de O, (Deninson & Kinraide, 41995). Microanalises de raios-X

evidenciaram mudangas no equilibrio dos fons Ca®* e K™ no cértex interno de nodulos de soja
2



ocorrendo no periodo de 10-15 min de tratamento (Minchin ef al. (1995) citado por Minchin,
1997).

A expulsdo rapida de glicoproteinas (e outros materiais oclusivos) pode também
apolar o mecanismo osmotico, apesar desses materiais ndo terem sido observados em células
do coértex interno (Minchin, 1997). No entanto, ha evidéncias do aumento de oclusbes nos
espagos intercelulares do cortex central dos nodulos de soja e tremogo. Estudos com
imunomarcagio estabeleceram que essas oclusdes contém glicoproteinas (James ef al., 1991;
Ianneta ef al, 1993a), o que € apoiado por resultados com ELISA, mostrando aumentos
substanciais nos antigenos MAC236 e MAC65 para as glicoproteinas (lanneta ef al., 1993b;
de Lorenzo ef al, 1993). Em nodulos de tremogo foi demonstrado que essas oclusdes nos
espagos intercelulares podem ocorrer dentro de 15 min de exposicio a 50 % de O; (lannetta et
al., 1995). As oclusdes funcionariam como um gel rigido, com resisténcia alta & difuséo
gasosa, de forma a forgar a difusio lenta do O, na fase liquida dentro das paredes celulares e
células (Minchin, 1997).

Contrariamente aos demais resultados, Van Cauwenberghe et al. (1994)
registraram uma rede continua de poros abertos ac longo do cortex de nodulos de soja, a qual
ndo sofreu interferéncia da exposi¢io a 80 % de O, por 2 horas. A nitrogenase também n3o foi
afetada por esse tratamento, o que levou aos pesquisadores concluirem que a protecio contra
o O, ndo estava situada no cortex.

Ha no entanto, varias razdes para que parte da barreira de difusdo ao O, esteja
situada dentro da regifio infectada, como uma maior rapidez de resposta considerando as
células infectadas como o sitio sensivel ao O; (Van Cauwenberghe ef al., 1994), a dificuldade
em se obter um controle fino de suprimento de O, no interior de uma barreira cortical e, no
caso de leguminosas que produzem ureideos, a necessidade de altas taxas de suprimento de O

as celulas intersticiais ndo-infectadas para a reagfo da uricase. A ocorréncia da uricase nas
3



células ndo-infectadas ¢ uma conseqiiéneia dos niveis relativamente mais altos de oxigénio
nessas cclulas. Apesar de existir uma taxa alta de transferéncia de oxigénio aos sitios
respiratorios nas células infectadas, o grande consumo de oxigénio juntamente com a
ocorréncia da leg-hemoglobina asseguram que os niveis de O, livre sejam extremamente
baixos {10-200 nMj (Atkins, 1987). O Km (O2) para a uricase de ambos, feijio-de-corda e s0ja
¢ cerca de 30 pM (Rainbird & Atkins, 1981), indicando que a enzima ndo poderia funcionar
eficientemente nas células infectadas. Além disso, 0 Km(0,) da uricase é 100 vezes mais alto
que o valor da pressio parcial de O, (pO,) limiar, para o funcionamento da nitrogenase, acima
do qual € inibida irreversivelmente (cerca de 300 nM) (Robson & Postgate, 1980). Em células
que ndo contém leg-hemoglobina sio encontrados niveis mais altos de Oy livre, os quais
devem estar proximos do equilibrio com o ar, cerca de 200 uM (Atkins, 1987). Os modelos
matematicos atuais sugerem um nivel de regulacio do O, pelas células infectadas,
fundamentados nessas informagdes (Minchin, 1997).

A leg-hemoglobina exerce uma funcdo regulatoria (Appleby, 1984), uma vez que
libera o O, diretamente aos bacterodides e permite uma concentragio de O, livre muito baixa ao
longo do percurso de O, na maioria das células infectadas. A saturacdo de leg-hemoglobina
proxima aos espagos intercelulares pode contribuir com a difusio limitada do O, (Thumfort et
al., 1994). Além disso, a respiragiio do bacterdide e da mitocondria podem também funcionar
como um dreno para o Oz e regular o fluxo desse gas {Bergersen, 1997 ab).

A possibilidade de formacio de ligagdes entre glicoproteinas, lectinas e
isoflavonas nos espagos dos simbiossomos, no citossol, paredes celulares e espacos
intercelulares da regido infectada, como um mecanismo de regulagdo do O, ndo pode ser

descartada (Minchin, 1997).



Thumfort ez al. (1999) propuseram um modelo de difusfio de O, em noédulos de
leguminosas que produzem ureideos, considerando nfo somente as células infectadas, mas as
células  adjacentes, nfo infectadas. O modelo considerou uma distribuicfo
compartimentalizada da concentragdo de O, por meio de um fluxo significante de O, entre os
dois tipos de células, de forma a manter altas concentracdes de O, nas células ndo infectadas e
necessarias para a operagio eficiente da uricase e sintese de ureideos e baixa concentragio de
O, na maioria das células infectadas, fornecendo um ambiente adequado para a fixacio de N,.
Os resultados sugerem uma resisténcia significativa para a difusio do O, através da interface
céiula:célula devido a plasmalema e paredes celulares.

Condi¢bes que levaram a um decréscimo da atividade da nitrogenase, como
alagamento (Pugh ef al., 1995), estresse salino (Serraj ef al., 1995), temperatura (Kuzma &
Layzell, 1994), nitrato (Arrese-Igor ef al., 1997) e deficiéncia hidrica (Diaz del Castillo e al.,
1994) causaram um aumento da resisténcia a difusfo de O, nos nddulos. Essas diminugdes da
atividade da nitrogenase foram pelo menos parcialmente recuperadas pelo aumento da
concentragdo externa de O, (Minchin ef af., 1992; Ianetta ef al., 1993a; De Lorenzo et al,,
1993; Hunt & Layzell, 1993).

A possibilidade da regulagdo da fixacio de N, pela planta hospedeira do rizobio,
conduziu também & hipdtese de que os niveis de N do floema atuem como reguladores da
fixacdo de N,, por meio do controle da barreira de difusdo de O;. No modelo proposto, um
conmjunto de fatores além de alteragGes do conteido de N do floema, como mudancas das
taxas de suprimento de carbono, producdo e exportacdo de amidas ou ureideos € mudancgas no
suprimento de oxigénio, influenciariam a concentragdo de um composto-chave, mtrogenado ¢
reduzido, no cortex, provavelmente um aminoacido. A concentragio desse composto-chave,

regularia a barreira de difusio de O, por meio dos mecanismos j& mencionados, como por



exemplo, contetido gés/dgua ou deposicio de ghcoproteinas nos espagos intercelulares

(Parsons et al., 1993).

1.2. Sintese e transporte de compostos nitrogenados em leguminosas fixando o N,
simbioticamente

O NH," é o primeiro produto estavel da fixacio do N, (Bergersen, 1965; Kennedy,
1966). Uma vez produzido, € excretado pelos rizdbios (Bergersen & Turner, 1967) para a
celula hospedeira, onde € assimilado no citoplasma e em organelas e usado para a sintese de N
orgnico para transporte (Schubert, 1986; Crawford et al., 2000},

A assimilacio inicial do NH,™ recém fixado, envolve sua conversio em GLN, a qual
terd um destino metabolico dependente do tipo de compostos nitrogenados utilizados no
transporte pela planta hospedeira do rizobio (Crawford et al., 2000).

A GS (glutamina sintetase; EC 6.3.1.2) catalisa a aminagio, dependente de ATP,
do glutamato (GLU) em glutamina (GLN), utilizando NH," e 2-oxoglutarato (o-KG) como
substratos. Uma vez sintetizada, parte da GLN poderd ser transportada, porém a maior
propor¢8o participa da sintese de outros aminoacidos, principalmente asparagina {ASN), ou
mesmo outros compostos nitrogenados, como ureideos, principal forma de transporte de N em
plantas simbiéticas tropicais, como a soja. A conversio da GLN em outros aminoicidos
envolve, micialmente, a a¢do da glutamato sintase, NADH-GOGAT (EC 1.4.1.13) que catalisa
a transferéncia do grupo 8-amino da glutamina para a posicio a-ceto do o-KG, produzindo
duas moleculas de GLU, as custas do poder redutor fornecido pelo NADH (Lea & Ireland,
1999).

Uma vez que o NH," foi assimilado pelo ciclo GS/GOGAT, o GLU pode ser

rapidamente convertido em outros aminoacidos pela aciio das transaminases. Uma dessas



enzimas € essencial para a formagiio de aspartato (ASP), necessario para sintese de ASN:
envolve a transaminagdo entre GLU e oxaloacetato (OAA) pela agio da glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT), produzindo ASP e a-KG (Lea & Ireland, 1999). Portanto, a
GOGAT, juntamente com a GS, mantém o fluxo de N a partir do NH;" em GLN e GLU (Lea
etal, 1990}

A ASN, um dos principais produtos da fixagio de Np, é formada via agdo da
enzima asparagina sintetase (AS), a partir de ASP e GLN, com hidrolise simultanea de ATP
em AMP (Lea & Fowden, 1975; Shi er a/., 1997). Neste caso, a GLN tem o papel de doador

de N para formar o grupo amida:

COCH CONH, CONH, COOH

} i ATP AMP + PPi : ;

CH, CH, N CH; CH,

| + i - 1 + l

CHNH, (iéH2 AS CHNH, CH,

| |

COOH (!:}m}a{2 COOH (E:}mﬂz
COOH COOH

ASP GLN ASN GLU

Esta enzima foi purificada de noddulos de soja (Huber & Streeter, 1984; 1985) e a sua
especificidade para GLN demonstrada, ao contraric do observado em outros organismos onde
o NH," desempenha o papel de doador de N (Lea & Fowden, 1975; Shiezal., 1997).

As plantas fixadoras de N, podem ser classificadas em exportadoras de amidas ou de
ureideos baseando-se na composi¢io do fluide do xilema, coletado de sistemas radiculares

nodulados ou de nodulos excisados. As plantas exportadoras de amidas transportam ASN,



GLN e 4-metilenoglutamina, enquanto que as exportadoras de ureideos transportam alantoina,
acido alantéico ou citrulina (Schubert, 1986).

As leguminosas originarias de regiSes temperadas sio geralmente exportadoras de
amidas, como as pertencentes as tribos Viciae, Genisteae e Trifoliae {Schubert, 1986).
Exemplos sio ervilha, tremoco, feijio-fava, alfafa e trevo. As leguminosas de clima tropical
da tribo Phaseoleae sintetizam e transportam ureideos como principal forma de N, como
teijdo-de-corda, feijdo e soja (Pate ef al., 1980; Schubert, 1986; Sprent, 1981).

Em soja nodulada, o transporte de N no xilema ¢ caracterizado pelos ureideos, acido
alant6ico e alantoina, que representam até cerca de 80 % do N translocado (McClure & Israel,
1979) e sdo considerados produtos especificos da fixagdo de nitrogénio (McClure ef ai,, 1980).
Em quantidades menores sdo encontradas as amidas ASN e GLN. Teores relativamente altos
de GLN transportada na seiva do xilema sio observados em plantas de soja cuja fixagdo do N,
se torna ativa (Puiatti & Sodek, 1999). Plantas nio noduladas crescendo sob NOs™ contém
quantidade baixa ou tragos de wreideos no fluxo do xilema, ¢ ASN apresenta-se como a
principal forma de transporte de N (Matsumoto et al., 1977, McClure & Israel, 1979; Ohyama
& Kumazawa, 1979).

O teor de ureideos no xilema tem sido usado come indicador da eficiéncia da fixacdo
de Nz, uma vez que concentragdes altas de ureideos no xilema de leguminosas estdo
usualmente associadas com nodulacio efetiva e altas taxas de fixacdo de N, (Streeter, 1979;
Pate ef al.,1980; Herridge, 1982; Herridge ez al., 1990).

Existem evidéncias consistentes de que os ureideos sio sintetizados como produtos
do N recém fixado em noédulos radiculares de leguminosas tropicais. Apds 10 minutos de
exposi¢do de nodulos de soja ao "N, 40 % da radioatividade foi encontrada no &cido

alant6ico. Em experimentos similares com feijio-de-corda, os ureideos foram responsaveis por



mais de 90 % do **N no exsudato do xilema, duas horas apos a exposicio dos nodulos ao Ny
(Lea, 1999).

A alantoina e o acido alantéico sio produtos secundarios do metabolismo do
nitrogénio no sentido de que sdo formados a partir de N-aminico ¢ amidico, incorporados nos
produtos inmiciais da fixacio de NHs (Atkins & Beevers, 1990). A rota biossintética de
ureideos em nddulos de leguminosas € longa e complexa. A alantoina e o acido alantoico sdo
derivados da purina inosina monofosfato (IMP), a qual € sintetizada a partir de ribose 5-P e
requer entrada de N a partir de GLN, ASP e GLY (glicina) {(Lea, 1999).

Em noédulos, as purinas para a biossintese de ureideos s8io sintetizadas de novo.
Aparentemente 1550 nfio era esperado ao se considerar a rapidez com que os ureideos sdo
marcados quando os noédulos s8o expostos ao N radioativo ¢ o grande fluxo de N exportado
como ureideos a partir dos nddulos (Ohyama & Kumazawa,1978; Schubert, 1986).

A primeira evidéncia direta de que a alantoina € derivada da sintese de nove de
purinas em nddulos de feijio-de-corda ¢ proveniente da demonstragdo de que fragmentos de
tecido de nodulos rapidamente incorporavam ['‘Cjglicina na fragio do glioxilato do acido
alantoico (Atkins ef al, 1980b). Subseqiientemente, preparagtes livres de células a partir de
nodulos de fetjdo-de-corda e de soja (Atkins et af. 1982; Boland & Schubert, 1983; Boland et
al. 1982; Shelp & Atkins, 1983) formaram nucleotideos de purina a partir de GLN, ASP, GLY
e CO,;, uma fonte de “unidades de C; ativadas”, como meteni! ¢ formil — tetraidrofolato
(THFA), Mg”"-ATP e Mg®"-PRPP (fosforribosilpirofosfato), a taxas proporcionais a fixagio
simbidtica do Nz. A origem dos dtomos de C e de N da estrutura do anel da purina IMP esta
representada no esquema 1. Apesar dos precursores desses atomos provavelmente fornecerem
C e N para a sintese de purina nos nodulos (Atkins ef al., 1982), estudos mais detalthados com
marcadores que confirmem essa hipétese, ainda ndo foram conduzidos {Atkins & Beevers,

1990). Resultados de GC-MS do metabolismo de glicina numa suspensdo de cultura de
S



células de cenoura, demonstraram, pela primeira vez em plantas, a hipdtese de marcacio de
adenina consistente com a incorporagio de GLY no anel de purina e o suprimento do C de
metileno da GLY 4 estrutura por meio da SER hidroximetil transferase (Whatley et a/ 1986).

Hanks e al. (1983) fracionando protoplastos de células infectadas e ndo infectadas de
nédulos de soja, enquanto Shelp er al. {1983) separando os dois tipos de células a partir de
nédulos de feijio-de-corda, nfio obtiveram uma separagio completamente clara entre as
atividades enzimaticas das fracdes celulares isoladas. No entanto, os resultados de cada caso,
foram qualitativamente semethantes, conduzindo & formulagio de um modelo (esquema 2) que
considera a assimilagdo do NH,', a sintese de #ovo e a oxidacio de purinas, além da formacio
de 4cido Grico, nas células infectadas, com o metabolismo subseqilente do 4cido drico em
microcorpos (peroxissomos) de células nio infectadas.

A sintese de novo se processa por uma série de reagdes que requerem PRPP, GLN,
ASP, CO;, GLY, metenil-THFA, e formil-THFA. Os niveis das enzimas envolvidas na
sintese de purinas (como a PRPP amida transferase) ¢ na sintese de precursores de purina -
PRPP sintetase, fosfoglicerato (PGA) desidrogenase, serina {(SER) hidroximetilase e metileno-
THFA desidrogenase - elevam-se varias vezes nos nodulos de leguminosas produtoras de
ureideos, em relagdo as espécies que exportam amidas (Atkins et al., 1984c; Reynolds ef al.,
1982a; Reynolds e7 al., 1982b).

A atividade dessas enzimas juntamente com. a GS, GOGAT e aspartato
aminotransferase sdo induzidas assim que a fixacio de N, e exportagio de ureideos sio
iniciadas (Atkins ef a/., 1982; Atkins ef al, 1984c; Reynolds et al., 1982a,b).

Apesar de IMP ter sido detectado como o produto imicial dos nucleotideos da
sequéncia de purinas (Atkins er af, 1982), os nodulos contém uma IMP desidrogenase
dependente de NAD™ (Shelp & Atkins, 1983; Shelp et al., 1985), que oxida prontamente IMP

a XMP.
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Mutto esforgo foi realizado para definir a localizag3o celular e subcelular das enzimas
componentes da sintese de ureideos em nodulos de soja e fetjdo-de-corda (Atkins & Beevers,
1990). A localizagiio celular e subcelular dessas reagdes ndo foi ainda completamente
elucidada, constituindo ainda um tema de certa controvérsia (Atkins ef al, 1997, Lea &
Ireland, 1999; Morot-Gaudry ef al., 2001) A partir do fracionamento de extrato centrifugado
em gradiente de densidade de sacarose, foir verificado que as vias sdo altamente

compartimentalizadas, envolvendo varias organelas e diferentes tipos de células (esquema 2)

(Atkins & Beevers, 1990).

CO;

l 6Ly

‘Cy-THFA

N-amida da GLN

Esquema 1. Origem dos atomos de C e de N do anel de base purica da estrutura de IMP
{ Atkins & Beevers, 1990).



A sintese de ureideos, a partir de purinas, envolve uma comunicagdo notavel entre diferentes
organelas e células dentro dos nédulos, iniciando no citossol e plastideos das células
mfectadas e culminando com a oxidagio de 4cido trico 2 alantoina nos peroxissomos de
celulas néo infectadas (Schubert & Boland, 1990). A partir de células n3o-infectadas da regido
central dos nédulos, os ureideos provavelmente se difundem em direcdo ao coértex e ao feixe
vascular para exportagio (Gordon ez al., 2001).

A reagdo inicial da rota, a assimilagdo de NH,;™ pela GS, acontece do lado de fora
dos bacterdides, no citossol das células hospedeiras, ao passo que a transferéncia do N-
amidico da GLN ao GLU pela GOGAT ¢ altamente compartimentalizada no plastideo (Boland
et al., 1982; Shelp et al, 1983). Estas duas enzimas estdo similarmente localizadas nas células
hospedeiras, em nddulos de leguminosas exportadoras de amidas (Awonaike ez al, 1981; Shelp
& Atkins, 1983). As enzimas responsaveis pela sintese de movo de purinas, catalisam a
sequéncia de reagdes de PRPP a IMP junto com aquelas que mantém o metabolismo do “Ct7,
estdo localizadas nos plastideos. A oxidacio subseqiiente de IMP via XMP, xantosina e
xantina, para formar 4cido Grico, é no entanto citossélica (Boland & Schubert, 1983; Boland er
al., 1982; Shelp et al., 1983). Evidéncias experimentais sugerem que em nodulos de soja, a
atividade da PRPP sintetase pode estar associada com os plastideos (Boland et al., 1982),
apesar da enzima ter sido recuperada de mitocdndria de alcachofia (Le Floc’h & Lafleuriel,
1983).

A oxidagdo de xantina em 4cido drico pela xantina desidrogenase ocorre no citossol.
O acido urico ¢ transformado nos peroxissomos, pela uricase, em alantoina, com a liberagdo
de COz ¢ H20: ¢ entdo, convertido em icido alantdico pela alantoinase, enzima do reticulo

endoplasmético (Schubert & Boland, 1990: Lea & Ireland, 1999; Morot-Gaudry ef o, 2001).



BACTERDIDE

NH3 «e————-—-—— N, /

N2

d——— ASN “%Iﬁd, \ 0, < Lhbh:(, 1
{3-10 VD)
-4 GLN @——w GLU
| A&
v o-KG | OH-Piruvato N\
GLN_3 5, GLU _g' PLASTIDEO
SER
CO, ¥ CO,

LClj

R e | g

] %

PRPP = Ribaose IMP
+ Pi \‘&
] XMP
ACIDO URICO4.. XANTINA&™
CELULA INFECTADA
/ CELULA NAO INFECTADA \
MC
CO, % \ 0, < 0,
(200 pM)
ALANTOINA
| =g
v

K ACIDO ALANTOICO /
1

v

k4
XILEMA

Esguema 2. Compartimentalizacio das rotas de assimilaciio de amdnia e de biossintese
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endoplasmatico; Lhb — leg-hemoglobina (Atkins & Beevers, 1990).
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A localizag8o da uricase (Hanks ef al, 1981) em microcorpos (peroxissomos), nas
células ndo infectadas dos nddulos, € consistente com a baixa afinidade da enzima pelo
oxigénio (Rainbird & Atkins, 1981) pois os teores de O, livres nas células infectadas sdo
muito baixos para a enzima funcionar eficientemente {Appleby, 1984).

O transporte dos produtos da fixagdo de N (e da assimilacio do mitrato nas raizes)
para a parte acrea envolve exclusivamente o xilema. Entretanto, a reciclagem de N da parte
area para as raizes ou entre as folhas, é realizada via floema, ou pelo intercdmbio
xilema/floema, que pode ocorrer ao longo de todo o sistema vascular (Pate, 1980). Tais
aspectos tornam o floema uma importante fonte de N para o transporte nitrogenado no xilema.
G floema pode com isso, exercer uma forte influéncia na composi¢io nitrogenada do xilema,
através de sua agdo direta ou indireta sobre a atividade assimilatéria do sistema radicular.

O armazenamento, remobilizagio e transporte de aminoacidos permite a reciclagem
interna do N reduzido ¢ a manutencio do metabolismo e crescimento, mesmo quando o N do
ambiente se torna limitante. Esse armazenamento e remobilizacdo  dependem
fundamentalmente do transporte de aminoacidos (Delrot et al., 2001}

Os aminoacidos usualmente correspondem cerca de S a 10 % do total de solutos no
floema, sendo os mais comumente encontrados: ASN/ASP. GLU/GLN, SER, THR, GLY,
ALA, VAL, LEU e ILE (Delrot et al., 2001),

O transporte de aminoacidos a longa distincia envolve uma reciclagem constante
entre as partes acreas das plantas e as raizes, mediada pelas trocas entre xilema e floema. O
contetdo de aminoacidos do floema pode controlar também a velocidade de absor¢do de N. O
enriquecimento artificial do floema com aminoacidos resultou num decréscimo da absorc¢io de
N (Muller & Touraine, 1992; Imsande & Touraine, 1994). De forma semelhante & regulagio e
absor¢io de NOs, os sisternas simbidticos requerem uma regulacdo geral para assegurar que a

fixagdo de Nz supra a demanda de N da planta. Uma regulacdo por “feedback™ constitui um
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requerimento dos sistemas simbiodticos, uma vez que a fixagdo de N, tem o potencial de prover
em excesso a demanda de N, conduzindo a um sistema ineficiente (Parsons & Sunley, 2001).

Foi sugerido que compostos nitrogenados na seiva do floema movem-se para os
nodulos e regulam a taxa de fixagio de N; e o crescimento dos nddulos. Altas concentracdes
de N reduzido, provavelmente aminoacidos e amidas, presentes no floema, podem decrescer a
atividade e crescimento do nodulo, enquanto que baixas concentragbes desses compostos
estimulariam a atividade. Através desse mecanismo, a quantidade de N disponivel dentro da
planta, proveniente da fixacio ou da absorgio de N-combinado, regulariam a atividade e o
crescimento nodular. Dentro dos nodulos, esses compostos nitrogenados ao chegarem no
floerna da bainha vascular poderiam se mover para o interior das células nfio infectadas do
cortex. Em conseqiiéncia, eles efetuariam mudangas na resisténcia gasosa do cortex do nédulo
e iss0 causaria uma alteragfio na disponibilidade de oxigénio dentro da regifio infectada.
Outros processos poderiam soffer interferéncia, envolvendo transporte e catabolismo da
sacarose, ou alteragiio da assimilagdo e transporte de compostos nitrogenados para fora do
nédulo (Parsons et al, 1993).

Apesar do transporte de N em soja ser bem conhecido, ainda sdo poucas e recentes as
informagOes que relatam a composi¢iio de aminoacidos transportados em plantas fixando N
sob condi¢Bes de estresse.

A mudanga da proporgic ASN/GLN para plantas simbibticas em relagdo as plantas
ndo simbidticas (nutridas com nitrato), tem sido registrada para um grande nimero de
leguminosas que produzem ureideos, incluindo a soja (McClure & Israel, 1979; Pate ef al.,
1980). Entretanto, neste caso a mudanga no nivel de glutamina foi supostamente associada ao
metabolismo do NO;™.

Silva & Sodek (1997) demonstraram que a queda no transporte de GLN ocorre

quando 2 fixagdo do N; ¢ inibida pelo AI’*, sem a presenca do nitrato. Portanto, levantou-se a
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hipétese de que o nivel de GLN no xilema, como os ureideos, ¢ resultado direto da atividade
do nodulo, de forma que sua produgio seria diminuida em condigdes que limitam a fixago de
N; (NOy, AP,

Puiatti & Sodek (1999) observaram mudangas dramaéticas na composi¢io do N
transportado no xilema de plantas noduladas de soja, apos transferéncia para hidroponia na
presenca e auséncia de NOs”. Além de mudangas contrastantes das proporgdes de ASP/ASN
frente 4 presenga/auséncia de N, foi observada uma queda de GLN como resposta comum a

todos os tratamentos, a semelhanga dos ureideos.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos caracterizar a composigdo nitrogenada
transportada na seiva do xilema e do floema de soja nodulada sob diferentes sistemas de
assimilagdc de N; associar possiveis mudancas no transporte de GLN com enzimas
responsaveis pelo seu metabolismo; avaliar a hipotese de GLN ser considerada uma molécula
sinalizadora da atividade metabolica dos nédulos e verificar se mudangas na assimilagiio
primaria de N, sob estresse 4 fixagio do N,, sdo efeitos comuns a outras espécies de

leguminosas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condicdes de cuitive

Sementes de soja [(Ghrcine menx (L.) Meril)] cv. JAC-17, cedidas pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (TAC), foram semeadas em bandejas plasticas contendo vermiculita
como substrato e mantidas em casa de vegetacio. No estadio VO (plantulas com cotilédones
abertos) — estadio de desenvolvimento definido por Fehr et al. (1971) - as plantulas foram
selecionadas e moculadas com Bradyrhizobium elkanii, estirpe SMS 463 (=SEMIA 5019),
atraveés de imersdo das radiculas em meio liquido contendo a bactéria em suspensdo. Em
seguida, foram replantadas em vasos de 1 L com vermiculita, na propor¢do de uma planta por
vaso, nos experimentos em que as plantas foram transferidas para sistema hidropénico. Foram
transplantadas trés plantas por vaso de 3 L, nos experimentos em que as plantas nio foram
removidas dos vasos. A vermiculita foi lavada em agua corrente, durante 4-6 horas, antes de
ser utilizada para o cultivo da soja.

No periodo outono/inverno, as plantulas emergiram sob fotoperiodo longo (18 h de
luz/6 h de escuro) e foram mantidas nessas condigdes até o estadio VO. Decorrido este
periodo, as mesmas foram transferidas para condicBes naturais de luz e temperatura. A
temperatura minima entretanto, foi mantida a 20 °C por aquecedores de ambiente, para evitar
interferéncia de baixas temperaturas na formacdo dos nodulos e fixacdo simbidtica de N,.

No periodo primavera/verdo, as plantulas permaneceram sob condi¢Bes naturais de
luz e ao atingir o estadio VO, apds inoculagiio, foram submetidas a fotoperiodo curto (8 h de
luz/18 h de escuro) durante quatro dias, quando novamente retornaram as condi¢Bes naturais
de luz e temperatura. Desta forma as plantas floresceram com cerca de 35 dias apés a

germinacio.
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As plantas foram nutridas com solugio Hoagland & Arnon (1938) sem nitrogénio
mineral, colocando-se duas vezes por semana 100 ou 250 mL de soluciio por vaso, em vasos
contendo uma ou trés plantas, respectivamente. Plantas cultivadas sob sistema ndo simbiético
foram nutridas com solugiio Hoagland completa (NO;y = 15 mM), seguindo-se as mesmas
proporgdes estabelecidas para as plantas cultivadas em sistema simbidtico.

Nos estidios iniciais de desenvolvimento, as plantulas inoculadas com rizdbio
exibiram tons amarelados nas folhas mais jovens, normalmente apos queda dos cotilédones ou
esgotamento das reservas, fase em que a fixagio de N, ainda ndo estava efetiva. Nesse
momento as plantas receberam NOs™ em concentracio préxima a 0,1 mM juntamente & solugfio
normalmente utilizada, concentragiio nfio inibitéria a fixacdio de N; e formagdo do nodulo, até
que o enverdecimento das plantas fosse observado, caracterizando-se entio a fixacdo plena de

No.

3.2. Inécule: Origem, manutencio e multiplicagio

O inoculo Bradyrhizobium elkanii estipe SMS 463 foi cedido pelo Instituto
Agrondmico de Campinas-IAC — SP.

A manutengio (meio inclinado) e a multiplicagio (meio liquido) das bactérias foram
realizadas em meio de cultura de Norris & Date (1976), pH 6,8-7,0, formulado com os
seguintes sais e respectivas concentragdes: K;HPO, (0,5 g/L), MgS0,4.7H;0 (0,8 g/L), NaCl
(0,1 g/L), FeCl3.6H,0 (0,01 g/L), extrato de levedura (0,8 g/L), manitol (10,0 g/L) e 5 mL/L
de azul de bromotimol a 0,5 % (p/v) em metanol. O meio inclinado (solido) foi obtido
adicionando-se 15 g/L de agar ao meio liquido.

Apés autoclavagem a 121°C por 20 min, os meios foram inoculados em cimara de
fluxo laminar e incubados a 28-30°C. Apés o crescimento das bactérias foi adicionada

vaselina liquida (Labsynth), previamente autoclavada, cobrindo todo o meio de cultura solido,
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e 0s tubos de ensaio armazenados sob temperatura de 4-6 °C. O meio liquido, apos ter sido
inoculado, foi incubade sob agitagdo, por um periodo de 5-6 dias quando a suspensio de
bactérias atingia cerca de 10° células vidveis/mL (= UFC -~ Unidades Formadoras de

Colbnias}), estadio em que foi utilizado para se fazer a inoculagdo das plantulas.

3.3. Solucdes nutritivas
Foram preparadas duas solucdes baseadas na solucdo de Hoagland e Amon (1938),
uma com NOs™ (+N10), 10 vezes concentrada, ¢ outra sem NOs™ (-N}, conforme abaixo:
Solugio +N18: Ca(NOs),.4H0 (50 mM); KNO; (50 mM); MgS04.7H,0 (20 mM);
KH,PO, (10 mM); HaBO; (0,46 mM); MnCl, 4H,0 (0,091mM);, ZnSO4..7H0 (7,65 uM);

CuS04.5H;0 (3,20 pM); H;MoO, (0,56 uM).

Solucdo —N: MgSO,.7H,0 (2 mM); KH,PO, (1 mM); CaS04.2H,0 (2 mM), K,SO,
(2 mM); HsBO; (0,046 mM); MnCl, 4H,0 (9,1 uM); ZnSO4. 7TH20 (0,765 uM); CuS0..5H,0
(0,32 uM); HoMoOy4 (0,56 uM).

As duas solugdes foram preparadas com macronutrientes e micronutrientes, exceto o
ferro. O ion foi adicionado a solugio +N ou -N apenas no momento de se colocar as solucGes
nas plantas. Para isso, acrescentou-se 4 solugfio +N (devidamente diluida) ou N, 1 mL/L, de

uma soluciio de Fe-EDTA 1000 vezes concentrada, contendo Na,-EDTA (33,2 gLy

FeS04.7H,0 (25 g/L) e NaOH (3,65 g/L).
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3.4. Tratamentos
3.4.1. Influéncia do NO;s e do NH," sobre o transporte de N em plantas noduladas de
soja

Foram conduzidos dois experimentos com a finalidade de caracterizar a composicao
nitrogenada transportada em soja nodulada, na presenca dos ions NO5;” e NHL,*. O primeiro foi
constituido de trés tratamentos: um controle com plantas nfo noduladas cultivadas com NO';
como Umica fonte nitrogenada (N/NOD), um controle de plantas noduladas cultivadas na
auséncia de N (NOD) e um grupo de plantas noduladas recebendo NOs™ 15 mM durante uma
semana (NOD ¢/N). As plantas foram cultivadas em nimero de trés por vaso de 3 L contendo
vermiculita como substrato. O NOs” foi aplicado nas plantas em estadio R2 (Fehr e7 al., 1971)
- estadio reprodutivo inicial - flor no nd imediatamente abaixo do né mais alto com uma folha
completamente desenrolada, em trés etapas. Primeiramente, foi colocado 1 L de solucdo
Hoagland completa contendo NOs™ 15 mM, sem impedimento da drenagem., visando saturar
todo ¢ vaso com a solugio e nas duas etapas posteriores, 400 mL em intervalos de dois dias.
Nesse experimento foram coletados a seiva de xilema, nodulos, raizes e folhas para analise da
composi¢cdo aminoacidica, teor de aminoacidos livres totais (ALT) e teor de ureideos totais
(URE). Para coleta de folhas foram eleitos o terceiro, quinto e sétimo pares de folhas
trifolioladas, contando como primeiro, o par de folhas trifolioladas logo apds o né de folhas
primarias. Em R2, a maioria das plantas apresentava o oitavo par de folhas em expans3o.

O segundo experimento foi constituido de quatro tratamentos: um controle nodulado
(NOD), um controle no nodulado (N/NOD) cultivado com N- NOs™ como fonte nitrogenada e
outros dois tratamentos, um grupo de plantas noduladas (NOD ¢/ NH;") e outro nio nodulado
(N/NOD ¢/ NHy"), ambos recebendo 10 mM de NH,~ durante quatro dias. As plantas foram
cultivadas em vasos de 3 L contendo vermiculita como substrato, em ntimero de trés por vaso.

O jon NH4' foi aplicado na forma de (NH,),SO; 5 mM, solubilizado em solu¢io Hoagland
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sem N, em duas etapas: 1 L/vaso, visando saturar todo o vaso com a solug8o e dois dias apos,
em volume de 500 mL por vaso. O NH,™ foi aplicado quando as plantas atingiram o estadio
R2. Nesse experimento foram coletados a seiva de xilema e de floema para analise da

composi¢do aminoacidica. O teor de ALT e de URE na seiva do xilema foram também

determinados.

3.4.2. Transporte de N em soja nodulada apos transferéncia para hidroponia

Nesse experimento buscou-se caracterizar o transporte de N em soja nodulada apos
transferéncia para hidroponia, como alternativa aos tratamentos com N-combinado. Ainda
com a finalidade de ampliar os efeitos da hidroponia, foi associado a esse fator a
presenca/auséncia do ion NOs e a presenga/remocio de nddulos.

As plantas foram cultivadas em vermiculita, e ao atingirem o estadio R2, foram
transplantadas para um sistema hidropdnico em casa de vegetacdo, constituido de vasos
plésticos com volume de 3 L sob borbulhamento constante de ar comprimido. As plantas, em
numero de trés por vaso, permaneceram nesse sistema durante quatro dias. Os seguintes
tratamentos foram conduzidos:

- Controle — plantas mantidas em vermiculita sem N (V)

- Plantas com nédulos transferidas para sistema hidropdnico na presenca de NOy™ 15 mM
(N+/NOD+)

- Plantas com nodulos destacados transferidas para sistema hidropénico na presenca de NOy
15 mM (N+/NOD-)

- Plantas com nddulos transferidas para sistema hidropénico na auséncia de N (N -/NOD+)

- Plantas com nédulos destacados transferidas para sistema hidropdnico na auséncia de N

(N-/NOD-)



Apos a transferéncia das plantas para hidroponia, foram reaiizadas coletas diarias de
seiva de xilema, nodulos e raizes, para determinacio da composicio de aminoacidos, URE e

ALT.

3.4.3. Transporte e metabolisme de glutamina em plantas noduladas de soja apos
transferéncia para hidroponia e posterior replantio em vermiculita

Nesse experimento foi determinada a atividade da NADH-GOGAT (NADH-
GOGAT; EC 14.1.14) em nodulos de plantas de soja, em estadio R2, transferidas para
hidroponia em solugio sem N e contendo N-NOs;™ 15 mM, ac longo de quatro dias de
tratamento e posteriormente apOs replantio em vermiculita, na auséncia de N, durante oito
dias. Foram avaliados paralelamente a composi¢io de aminoacidos, teores de ALT, de NOs e
de URE na seiva do xilema, raizes e nodulos durante o periodo de tratamentos em hidroponia
e apos replantio.

As atividades das enzimas glutamina sintetase (GS; E.C. 6.3.1.2) em nbdulos e de
NADH-GOGAT e de GS em raizes, no primeiro e quarto dia de transferéncia das plantas para

hidroponia, foram também avaliadas.

3.4.4. Inundacio em soja nodulada: efeito de diferentes tempos de inundacio e supressio
do tratamento no transporte de N do xilema

Plantas de soja da cultivar TAC-17, inoculadas com Bradyrhizobium elkanii estirpe
SMS 463 foram cultivadas em vermiculita na proporgdo de trés plantas por vaso em condigdes
de casa de vegetac30. As plantas foram nutridas com solugdo sem N (Hoagland & Amon,
1938) e ao atingirem o estadio R2 foram submetidas aos tratamentos. O sistema radicular das
plantas foi inundado com solugdo Hoagland sem N com 1/3 da forca, durante 5he 1 e 4 dias,

O nivel de solugiio era continuamente monitorado, de forma a manter-se uma lamina sobre a
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superficie do substrato. Decorridos estes periodos de tratamento, procedeu-se a drenagem total
da solucdo. Apds 1, 2 ¢ 4 dias de supressio do estresse e também nos tempos estabelecidos de

inundagdo, procedeu-se & coleta da seiva do xilema para posterior analise da composicio

aminoacidica e de URE.

3.4.5. Efeito de curtos periodos de alagamento em plantas noduladas de soja sobre o
transporte de N no xilema

Dois experimentos foram conduzidos em condi¢des de casa de vegetagfo, com
soja da cultivar TAC-17, em estadio R2, inoculada com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS
463 e cultivada em vermiculita na auséncia de N.

O primeiro experimento teve por o objetivo avaliar o efeito do alagamento sem
deficiéncia de oxigénio no sistema radicular, sobre o transporte de N no xilema. Para isso,
plantas crescidas em vasos de 1 L (uma planta por vaso) foram transferidas para vasos de 3 L,
em sistema hidropdnice sob borbulhamento constante de ar comprimido, contendo solugdo
Hoagland sem N. Manteve-se trés plantas por vaso durante 2, 4, 8, 12, 24 e 48 h. Decorridos
esses periodos, a seiva do xilema foi coletada para posterior analise da composicdo de
aminoacidos e de URE.

O segundo experimento foi conduzido com o objetivo de verificar a influéncia do
alagamento sem aeragdo, em curtos periodos, na composigio nitrogenada transportada via
xilema. Com essa finalidade, as plantas foram cultivadas em vasos plasticos de 3 L, em
numero de trés plantas por vaso até o estddio R2. A inundacio foi efetuada ao se impedir a
drenagem da solugfio, por meio de um encaixe do vaso contendo as plantas em um outro de
mesmo volume, sem furos. O sistema radicular foi inundado com solugdo Hoagland sem N
com 1/3 da forca. A solugdo foi colocada no vaso de forma a manter uma pequena lamina de

solugdo sobre a superficie do substrato. Imediatamente apos a inundac¢do das plantas, a coleta
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dos exsudatos da seiva do xilema foi iniciada. Aliquotas de 50 pl foram coletadas e
armazenadas individualmente em Eppendorfs, registrando-se o tempo em que se completava o
volume de cada fragio coletada, durante 1 h de coleta. Procedeu-se & coleta de forma
intercalada e individualizada entre as trés plantas de um mesmo vaso. Logo apds o inicio da
inundagdo, seccionou-se uma das trés plantas do vaso e procedeu-se a coleta. Ao se completar
30 min desta coleta, seccionou-se outra planta e iniciou-se a coleta da segunda planta,
prosseguindo-se a coleta de seiva ja iniciada da planta anterior. Ao se completar 30 min de
coleta da segunda planta, a terceira planta foi seccionada e iniciada a coleta de seiva,
finalizado-se a coleta de seiva da primeira planta seccionada. Ao se finalizar a coleta de seiva
das trés plantas de um vaso, obteve-se o volume aliquotado de seiva exsudado em um
intervalo de 2 h, de forma que o periodo compreendido entre 30 e 90 min de inundacio
apresentou pontos sobrepostos de coleta. As plantas do controle foram coletadas seguindo o
mesmo procedimento. Procedeu-se também a coleta de seiva de plantas submetidas &
inundagdo por um periodo de 2, 4 e 5 h. Neste caso, coletou-se o volume total exsudado pelas
trés plantas durante 1 h. As diferentes aliquotas foram armazenadas a —80°C e posteriormente

analisadas quanto ao teor de URE e composi¢io de aminoacidos.

3.4.6. Efeito de tratamentos especificos & inibicio da fixacdo de N,

O experimento conduzido teve por objetivo relacionar o efeito de tratamentos
do xilema, aos demais experimentos conduzidos com plantas alagadas. Neste caso, plantulas
de soja cv. IAC-17, imediatamente ap6s inoculagiio com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS
463 (conforme item 3.1), foram transferidas para vasos plasticos de 1L, na propor¢do de uma
planta por vaso, contendo pedrisco como substrato. Os vasos possuiam apenas um furo em

suas bases para drenagem do excesso de solugdo, o qual era também utilizado para encaixe de
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tubo plastico no momento de aplicagdo dos tratamentos. Posteriormente foram realizadas duas
novas inoculagdes, através de pipetagem de 2,5 mL de meio liquido/planta. Sobre o pedrisco,
uma camada de algodio umedecida era mantida continuamente, a fim de se evitar o
ressecamento do substrato. O substratoe foi continuamente umedecido com solugdo Hoagland
sem N com 1/3 da forca.

Quando as plantas antigiram o estadio R2, foram aplicados os tratamentos. Nesse
momento, os vasos tinham a parte superior vedada com tampa plastica, de forma que as trocas
gasosas com 0 meio externo se davam apenas por um pequenc orificio. A base da planta, junto
ao caule, em contato com a tampa, foi vedada com massa de modelar. Foram utilizados dois
controles, um consistindo de vaso vedado, sem receber fluxo de ar e outro recebendo fluxo de
ar atmosférico. Os tratamentos foram: fluxo de N, puro e mistura Ar:O, {80%:20%). Os gases
foram bombeados de um reservatério plastico para o interior do vaso com auxilio de uma
bomba de aquario. As misturas gasosas foram aplicadas no vaso através do orificio presente na
saida lateral do fundo do vaso. Ao percorrer o perfil de substrato, o gas era liberado pelo
orificio existente na parte superior do vaso. Inicialmente aplicou-se um fluxo de 500 mL/min
durante 2 min, para se garantir que todo o espaco poroso existente no vaso fosse preenchido
com © gas que se estava aplicando, visto que o espago aéreo dos vasos era em torno de 200
mL. Posteriormente manteve-se o fluxo a uma vazio de 200 ml/min, até o término da coleta
da seiva do xilema. A coleta de exsudatos do xilema foi iniciada apos 1 h de aplicagio dos
tratamentos, durante 1 h de exsudacio. Paralelarnente a esses tratamentos, foi conduzido um
tratamento de referéncia, procedendo-se 4 inundagio de plantas com solugdo Hoagland -N
com 1/3 da for¢a durante uma hora. Realizou-se a coleta de raizes e nodulos de todos os
tratamentos. Posteriormente procedeu-se a analise da composi¢do aminoacidica, dos teores de

URE e ALT da seiva do xilema, dos nddulos e das raizes.
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3.4.7. Atividade da glutamina sintetase e transporte de nitrogénio em soja em diferentes
estadios do processo de nodulacio

Plantas de soja da cultivar IAC-17 foram cultivadas em vermiculita na proporg¢io de
trés plantas por vaso de 3 L em casa de vegetacfio, em condicGes naturais de luz e temperatura.

As plantulas foram inoculadas aos cinco (estadio V0) e dez (estadio V1) (Fehr et al,
1971) dias ap0s emergéncia, com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS 463 (=SEMIA 5019).
O procedimento de inoculagio consistiu em distribuir cerca de 3,0 mL de indculo em torno do
sisterna radicular de cada planta, seguido de aplicacdo de 50 mL de dgua destilada por vaso
para distribui¢io em profundidade do rizébio ao longo do sistema radicular.

As plantas foram nutridas com 250 mL/vaso de solugiio Hoagland, sem nitrogénio,
duas vezes por semana.

Nos estadios Vi, V2, V3, V4/V5, R1, R2/R3, R4 ¢ R5 (Fehr ef al., 1971) foram
realizadas coletas de seiva de xilema, raizes e folhas. Os nédulos foram coletados a partir de
V2.

Foram determinados os niveis de URE e de ALT e a composicio aminoacidica do
xilema, de raizes e de nddulos; teor de clorofila total da folha expandida mais jovem e

atividade da GS em nddulos.

3.4.8. Avaliacio do transporte de N em leguminosas transportadoras e nio

transportadoras de ureideos sob inundaciio ou presenca de NOy’

3.4.8.1. Material vegetal, condi¢bes de cultivo e inéculos
Plantulas de soja [Glycine max (L) Merril] das cultivares IAC-17 e Maple Amrow
foram inoculadas com Rhizobium japonicum estirpe 06 e com Bradyrhizobium elkanii estirpe
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SMS 463; feijdo (Phaseolus vulgaris L.) cv. Carioca Eté com Rhizobium spp estirpe 4080;
fefjdo-de-corda (Vigna unguiculata 1..) cv. Vita 07 com Bradyrhizobium spp estirpe USDA
3458 e estirpe 6002; crotalaria (Crotalaria juncea L.) cv. IAC-1 com Rhizobium spp; tremogo
(Lupinus albus L.) com Bradyrhizobium spp estirpe 938 e ervilha (Pisum sativum ) cv. Samba
com Rhizobium spp estirpe USDA 2380. As plantulas foram mantidas em vasos plasticos com
capacidade para 3 L contendo vermiculita (exaustivamente lavada em agua corrente) como
substrato, na densidade de trés individuos por vaso. Os vasos receberam solucdo nutritiva
Hoagland sem N, quando inoculadas com rizébio e Hoagland completa quando nio
inoculadas, na proporgio de 250 mL por vaso, duas vezes por semana.

As sementes de ervilha foram obtidas do JAPAR-PR ¢ as das demais leguminosas
do Instituto Agronomico de Campinas (IAC). A estirpe 2380 (3Hoq45a, Iowa 1948) para
ervilha, e a estirpe 3458 (NifTAL 189, Nitragin 176A31) para feijio-de-corda, foram obtidas
da colegdo da USDA de Beltsville. A estirpe SMS 463 (=SEMIA 5019) ¢ a 06 para soja foram
obtidas do IAC. As demais estirpes foram cedidas pela Fundagio Estadual de Pesquisa
Agropecuaria do Rio Grande do Sul (FEPAGRO). O inoculante utilizado para crotalaria,
obtido a partir de isolamento de Rhizobium de nodulos de crotalaria em associacio simbidtica
em condigBes naturais, foi gentilmente cedido pela Profa. Marlene Schiavinato do
Departamento de Fisiologia Vegetal do IB ~ UNICAMP.

A recuperagdo das estirpes armazenadas na forma de liofilizado em ampola, foi
realizada por meio de adicdo de meio liquido no interior da ampola, seguida da repicagem da
estirpe para placa de Petri, contendo meio de cultura sélido (agar, manitol, extrato de levedura
e sais minerais, com corante azul de bromotimol). As placas foram mantidas no escuro em
estufa a 28°C, durante 3-5 dias para estirpes de crescimento rapido e de 5-8 dias para estirpes
de crescimento lento. Apos crescimento, as estirpes foram transferidas para tubos de ensaio

contendo meio solido inclinado, em camara de fluxo laminar e incubados a 28-30°C. Apos
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crescimento das bactérias foi adicionada vaselina liquida, previamente autoclavada, cobrindo
todo o meio de cultura solido, e os tubos de ensaio foram armazenados sob temperatura de 4-
6°C.

A identificagio das estirpes de bactérias de Rhizobium e Bradyrhizobium foi
realizada através da observaciio do crescimento das coldnias em meio sélido contendo azul de
bromotimol em placas de Petri. O acompanhamento didrio da cor do meio de cultura revelou o
género da bactéria. As colonias de Bradyrhizobium, de crescimento lento, promoveram o
desenvolvimento de coloragfo verde escura ou azul no meio, em fungio do aumento do pH
{(meio tornava-se basico). O meio contendo coldnias de Rhizobium, de crescimento rapido,
desenvolvia coloragdo verde claro em fun¢io da maior acidez.

O inoculante de crotalaria foi obtido de nodulos intactos, lavados e colocados por
6 segundos em alcool 95 %, transferidos para uma solugo de peroxido de hidrogénio 3 % por
5 minutos, para esterilizagio superficial, lavados com agua estéril e cortados ao meio. Com
auxilio de uma pinga esterilizada, a superficie cortada do nodulo foi passada sobre o meio de
cultura sélido (Norris & Date, 1976). Os procedimentos posteriores foram os mesmos

anteriormente descritos para o preparo de inoculantes para outras estirpes.

3.4.8.2. Tratamentos empregados

Ao atingirem o estadio reprodutivo, estabelecido pelo aparecimento da primeira flor,
as plantas foram submetidas aos tratamentos. O efeito do NOs™ foi estudado através da
aplicagdo de solugdo Hoagland completa contendo o ion na concentragio de 15 mM. A
solugdo foi aplicada trés vezes, sendo que na primeira, num volume de 1 L para saturacio dos
vasos, seguido de duas doses de 0,5 L, em intervalos de um dia entre aplicagdes. No quinto dia
apos a primeira aplicagio foi realizada a coleta da seiva do xilema. O tratamento com

inundagio das plantas noduladas foi efetuado ao se encaixar o vaso contendo as plantas em
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outro, sem furos de drenagem. Com este objetivo, solugio Hoagland sem N com 1/3 da forca
foi adicionada ao vaso, até se formar uma lamina de solugio sobre o substrato. A 1dmina era
continuamente mantida através da reposicio da solugdio evaporada efou consumida pelas
plantas. Apds dois dias de inundacio procedeu-se & coleta da seiva do xilema das plantas, a
qual foi analisada quanto ao teor de ureideos e composi¢do aminoacidica. O teor de oxigénio

da solucdo drenada dos vasos foi monitorado a cada 24 h.

3.5. Métodos analiticos
3.5.1. Coleta de exsudato do xilema

A coleta de exsudato de xilema foi realizada entre 11 h e 12 h conforme McClure &
Israel (1979). Com auxilio de ldmina de barbear foi feito um corte em bisel logo abaixo do né
cotiledonar das plantas, separando-se a parte a€rea das raizes. Em seguida, a regido do corte
fo1 lavada com 4gua destilada e enxugada com papel absorvente, iniciando-se entdo, a coleta
de exsudatos com auxilio de microcapilares de vidro. Os exsudatos foram coletados durante

uma hora em tubos do tipo Eppendorf, os quais permaneceram em banho de gelo. Apos a

coleta o material foi conservado em freezer.

3.5.2. Coleta de exsudato de floema

A coleta de exsudato de floema foi realizada com base na metodologia descrita por
Neo & Layzell (1997). As plantas foram aspergidas com agua destilada, envolvidas em saco
plastico e seccionadas na base do caule. Imediatamente foram transferidas para uma soluciio
de EDTA 5 mM, em tampao fosfato de sddio (NaH,PO4/Na;HPO4) 5 mM, pH 6,0 onde seus
caules foram novamente seccionados em regifo que se encontrava imersa neste tampdo. Em

seguida, as plantas foram transferidas para frascos de modo que a por¢io cortada dos caules



ficava imersa em 5 mL do tamp3o, permanecendo durante 3 h, no escuro. Decorrido este

periodo, a soluglo restante nos frascos fol armazenada em freezer para posterior analise.

3.5.3. Extracio de aminoicidos de raizes, nédulos e folhas

O sisterma radicular previamente lavado em 4gua corrente para retirada da vermiculita
e sais aderidos a superficie, teve seus noédulos destacados e posteriormente, nodulos e raizes
foram lavados em agua destilada gelada varias vezes, enxugados em papel filtro e pesados.
Para uniformizar o material utilizado, foram coletados cerca de 2 g da metade inferior das
raizes, € cerca de 1 g de ndédulos desenvolvidos, com tamanho uniforme. Das folhas eleitas
para analise foram descartadas as nervuras principais e aproximadamente 1 g de massa fresca
foi amostrada de todos os foliolos de cada folha selecionada.

ApOs pesagem, raizes e folhas maceradas com N; liquido e nédulos intactos, foram
armazenados em solu¢do extratora M:C:W (metanol:cloroformio:agua; 12:05:03; v/v/v) na
proporg&o de 10 mL por grama de massa fresca, sob refrigeracdo. O extrato foi entdo obtido
segundo Bieleski & Turner (1966), com pequenas modificagdes. O homogeneizado foi
centrifugado a 600 x g durante 10 min, em tubos de polipropileno. O sobrenadante foi
coletado e o precipitado ressuspenso novamente em MCW, seguido de nova centrifugacdo a
600 x g por 10 min. Os sobrenadantes foram entdo juntados, para se obter o extrato total em
MCW. A cada 4 mL desse extrato, foi acrescentado 1,0 mL de cloroférmio e 1,5 mL de 4gua
milli-Q. A mistura foi agitada e centrifugada a 600 x g por 10 min, para separagdo de fases. A
fase superior, aquosa, foi coletada com auxilio de pipeta Pasteur e concentrada por evaporagio
até aproximadamente 50 % de seu volume em banho-maria a 40°C por cerca de 12 h, com os
objetivos de eliminar o excesso de metanol e residuos de cloroférmio presentes. Os extratos

foram entdo armazenados em tubos Eppendorf em freezer.



3.5.4. Separacio e anilise da composicio de aminodcidos da seiva do xilema e de fleoema
€ de extrato de raizes, nodulos e folhas

A separagdo e andlise de aminoacidos livres foi efetuada por cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC) em coluna de fase reversa, apos derivagdo com o-fialdialdeido
(OPA) (Benson & Hare, 1975; Jarret et al., 1986) com modificagbes (Marur ef al., 1994).

O aparetho de HPLC utilizado era constituido de duas bombas, A e B, da marca LKB
mod. 2150, controladas por um gerador de gradiente da marca LKB mod. 2152,

A separacio foi efetuada por meio de um gradiente gerado com os solventes tamp3o
fosfato para a bomba A [="A”: Na,HPO..7H,0 50 mM, CH;COONa 50 mM, 1.5 mL de
CH3COOH (pH 7,25), 20 mL de tetrahidrofurano e 20 mL de metanol especifico para HPLC
em 1 L de volume final] e metanol 65 % (="B”) para a bomba B. Ambas as solugles foram
desaeradas, sendo o tamp3o A filtrado a vacuo, em filtro Millipore, por meio de membrana
PVDF, com 0,45 um de diimetro.

O reagente OPA foi preparado dissolvendo-se, inicialmente, 50 mg de OPAem 1 mL
de metanol especifico para HPLC e misturando-se posteriormente a 6,5 mL de tamp3o borato-
NaOH, pH 9,5 (acido bérico 2.4 % p/v em H,O; pH ajustado com NaOH 2 N), filtrando-se em
seguida em filtro Millipore em PVDF, de 0,22 um. No dia de uso, 5 uL de 2-mercaptoetanol
foram adicionados a 625 ul desta mistura.

As amostras de seiva de xilema foram centrifugadas a 14.000 x g por 5 min e as
amostras de seiva de floema e de extratos de tecidos foram filtradas em membrana PVDF de
0,22 um, para posterior derivagdo com a mistura OPA + mercaptoetanol.

Uma aliquota de 10 pl. de amostra ou padrio foi misturada com 70 ulL do reagente
OPA + mercaptoetanol em Eppendorf, agitando-se. Apos 2 min de reagdio, tempo suficiente

para se formar os derivados aminoacidos-OPA. uma aliquota de 10 pl. quando amostra de



seiva, nddulos ou folhas ou 30 puL quando amostra de floema ou raizes foi injetada na cimara
de injecdo de amostra do HPLC. Nesse momento foi iniciada a eluicio da mistura em
gradiente dos dois tampdes, A e B através da coluna cromatografica (Waters Spherisorb
ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm, da SUPELCO INC.) com fluxo de 0,8 mL/min, em um gradiente
formado por quantidades crescentes de "B” em relaglio & “A”. O gradiente foi programado
para aumentar linearmente a propor¢do de “B” em relagio a "A” da seguinte forma: 20 % aos
0 min, 28 % aos 5 min, 58 % aos 35 min, 75 % aos 40 min, 95 % aos 56 min, 96 % aos 60
min e 100 % aos 61 min.

Ao passar pela coluna cromatografica os derivados aminoacidos-OPA foram
detectados por um monitor de fluorescéncia Shimadzu modelo RF-530, ajustado com A de
excitagdo de 265 nm e A de emissdo de 480 nm. O sinal do monitor foi processado por um
integrador LKB, modelo 2221.

As concentracBes de aminoacidos nas amostras foram determinadas pela area dos
picos integrados, comparados aos picos de um padrio Sigma AAS-18, com 15 aminoacidos

protéicos, ao qual foram adicionados os aminoicidos ASN, GLN e GABA, todos a

concentragdo de 250 nmol/mL.

3.5.5. Dosagem de aminoacidos soliveis livres totais (ALT)

Os ALT foram determinados conforme método de Yemm & Cocking (1955).
Extratos de tecidos ou seiva de xilema devidamente diluidos em agua, padrio de leucina (0-
200 nmol) e 4gua (branco) em volume de 1 mL, em tubo de ensaio, foram acrescidos de 0,5
mL de tampdo citrato 0,2 M pH 5,0, 0,2 mL do reative de ninhidrina 5 % em metil-celusolve
(éter monometilico de etilenoglicol) € 1 mL de KCN 2 % (v/v) em metil-celusolve (preparada

a partir de uma solugio 0,01 M de KCN em 4gua).
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Os tubos de ensaio foram agitados, tampados com bolas de vidro e transferidos para
banho-maria a 100°C por 20 min. Em seguida, os tubos foram colocados no escuro até atingir
a temperatura ambiente. Posteriormente foi acrescentado 1,3 mL de etanol 60 % {v/v) para
completar o volume para 4 mL e feita a agitacio dos tubos. A densidade otica dos padrfes e

amostras contra o branco, foi medida a 570 nm, sendo feitas trés repeti¢des para cada amostra.

3.5.6. Quantificacdo de ureideos totais (URE)

A determinagdo de ureideos totais, alantoina e acido alantdico, em exsudatos de
xilema ¢ extratos de nodulos, de raizes ¢ de folhas foi realizada conforme método
colorimétrico de Vogels & Van Der Drift (1970), que estima os teores de ureideos a partir de
leituras de absorbincia a 535 nm, tomando-se como base uma curva padrido de alantoina em
quantidades variando entre 12,5 e 75,0 nmol. Foram utilizadas pelo menos trés repeticdes

para cada amostra.

Os procedimentos utilizados envolvem inicialmente a hidrolise alcalina da alantoina
em alantoato. Corn esta finalidade, tubos de ensaio tapados com bolas de vidro contendo uma
mistura de 250 pl. de amostra convenientemente diluida, 500 uL de agua e 250 ul. de NaOH
0,5 N, foram colocados em banho-maria fervente durante 8 min. Decorrido esse tempo, as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e procedeu-se i hidrolise 4cida do alantoato
em glioxilato e uréia. Com essa finalidade foram pipetados 250 ul. de HCI 0,65 N e os tubos
foram novamente tapados com bolas de vidro e colocados em banho fervente durante quatro
minutos. Apds resfriamento, os tubos receberam 230 ul. de tampio fosfato (Na;HPO,-
KH:PO4) 0,4 M, pH 7,0 € 250 ul de fenil-hidrazina a 0,33 %, seguido de agitacio em vortex
e repouso por 5 min. Decorrido este tempo, os tubos foram resfriados em banho de gelo, onde

permaneceram até a adi¢io de 1,25 mL de HCI concentrado e gelado (0°C) e 250 ul de
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ferricianeto de potassio [KsFe(CN)s] 1,65 %. Os tubos foram entdio agitados em vortex e
deixados & temperatura ambiente durante 15 min, para posterior leitura de absorbancia a 535
nm. Nessa etapa o produto da reacfo da etapa anterior, acido glioxilico fenil hidrazona, foi
transformado em 1,5-difenilformazam de cor vermelha, equivalente a presenca de ureideos

totais na amostra.

3.5.7. Dosagem de Nitrato (NOs)

A determinagio de NO; foi executada conforme método de Cataldo et al. (1975). Em

tubo de ensaio, foram pipetados 100 uL de 4gua (branco), amostras e padrdes (0,25 a 1,0 umol
de NO;3) e 400 ul. do reagente salicilico (acido salicilico 5 % p/v em H,SO, concentrado)
agitando-se cada tubo. Decorridos 20 min i temperatura ambiente, foram adicionados
lentamente 9,5 ml de NaOH 2 N. Apés resfriamento & temperatura ambiente, os tubos foram

agitados novamente e medidas as densidades Oticas, a 410 nm, dos padrdes e amostras contra

o branco, sendo feitas trés repeticSes para cada amostra.

3.5.8. Dosagem da concentraciio de oxigénio

Os teores de O na solugdo nutritiva foram medidos por meio de um medidor portatil

de tensdo de O, da marca JENWAY mod. 9071,



3.5.9. Dosagem das enzimas da assimilacio da aménia nas raizes e nos nédulos

3.5.9.1. Glutamina sintetase (E.C. 6.3.1.2)

3.5.9.1.1 Extracae

A extraclo da enzima foi realizada por método de Cullimore ef af (1983). Quando
em nodujos, cerca de um grama de material, recém coletado e previamente lavado em agua
destilada gelada foi macerado em almofariz, sob temperatura de 4°C em cimara fiia, com
tampéo de extracio Tris-HCI 100 mM, pH 7.8, contendo 1 mM de DTT, 5 mM de glutamato
de sédio, 10 mM de MgCl; e 10 % de glicerol, na razio de 5 mL por grama de massa fresca e
20 % de polyclar AT (PVPP) com base na massa de tecido fresco. O homogeneizado foi
centrifugado a 20.000 x g por 20 min a 4°C e uma aliquota de 2,5 mlL do sobrenadante foi
dessalinizada em coluna Sephadex G-25 médio, de volume total de 10 mL (PD-10; Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com tamp@o de extracio.

Em raizes o extrato enzimatico foi obtido a partir de cinco gramas da porgio inferior
do sistema radicular, recém coletado e previamente lavado em agua destilada gelada. O tecido
triturado em mortar com N liquido, foi homogeneizado em tampio, adotando-se a proporgio
de 4 mL de tampdc por grama de raizes e 20 % de polyclar AT, com base na massa fresca. O
homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de gaze, previamente lavadas e umedecidas
com tampdo de extra¢do, e posteriormente centrifugado a 20.000 x g, por 20 min a 4°C. O
volume do sobrenadante foi entdo mensurado e as proteinas foram precipitadas com sulfato de
amonio [(NH4),S04] a 75 % de saturagio, correspondendo a 0,476 g/mL de extrato. A adicdo
e mistura de sal ao extrato foram realizadas de forma gradual. O extrato foi centrifugado
somente 30 min apés completa dissolugiio do (NH,),SO, (11.600 x g durante 10 min a 4°C).
Todo esse procedimento foi realizado com temperatura entre 0 e 4°C. O sobrenadante foi

entdo descartado e o pélete ressuspenso em 2.5 mL de tampdo de extragdo, através de
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movimentos circulares lentos com auxilio de bastfio, sob temperatura entre 0 e 4°C. As paredes
dos tubos de centrifuga foram previamente limpas, com papel de filtro para retirada de
possivel excesso de sal aderido as paredes, o que poderia interferir na atividade da enzima.
Apos ressuspensdo o extrato foi novamente centrifugado a 11.600 x g durante 10 min, a 4°C.
O sobrenadante foi entdio dessalinizado em coluna sephadex G-25 médio (PD-10;, Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com tamp3io de extragio para os ensaios enzimaticos

posteriores.

3.5.9.1.2. Dosagem da atividade

A atividade da GS foi dosada pelo método semi-biossintético, segundo Cullimore ef
al. (1982). Nesse caso, foi realizada a medicdo de y-glutamil hidroxamato, produto da reacdo
obtido quando a hidroxilamina (NH,OH) ¢ utilizada como substrato alternativo para o NH,".
Este método foi utilizado para analise de rotina, devido a dificuldades em se obter uma rapida
separacdo da glutamina, do substrato glutamato:

ng

Glutamato + NH,OH + ATP  —>  y-glutamil hidroxamato + ADP + Pi + H,0

Apos terem sido padronizados o tempo de reagdo € o volume de extrato, de forma a se
ajustar a velocidade de reagdo dentro da regifio de linearidade da curva da atividade
enzimatica, definiu-se os ensaios para nodulos e raizes conforme descrito abaixo.

O ensaio foi realizado em tubos contendo GLU, 100 mM; hidroxilamina 8,0 mM,;
ATP, 8,0 mM; MgCly, 16mM; Tris-HCI, 10 mM pH 7,8 e 100 pL de extrato bruto duas vezes
diluido, para nodulos e 1000 ul de extrato bruto para raizes, em 2,0 mL de volume final. A
reacio foi iniciada pela adi¢io do extrato enzimético ao meio de reagiio pré-incubado a 30°C,

seguida de agitagdo suave do tubo, € apds 1 min da adigio do extrato ao meio, foram retiradas
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aliquotas de 500 ul nos tempos 0, 10, 20 e 30 min. A essas aliquotas foram acrescentados
600 pL de FeCl; (HCi 0,67 M; TCA 0,20 M ¢ FeCl; 0,37 M), para interromper a reacio
(Ferguson & Sims, 1971). Em seguida foi realizada a centrifugacdo dessa mistura a 10.000x g
durante 5 min, & temperatura ambiente, para remogdo das proteinas. Durante os ensaios,
controles foram conduzidos, aos quais foram incluidos o extrato enzimatico e todos os
reagentes do meio de reag¢do conforme descrito acima, exceto o ATP. Para os calculos de
atividade enzimatica foram consideradas as leituras observadas nesses controles.

As absorbincias a 535 nm foram realizadas com o auxilio de um
espectrofotdmetro Ultrospec 1000 (Pharmacia-Biotec), adotando-se como branco uma mistura
de 600 UL do reagente paralizante e 500 pL de tampdo do ensaio. A quantidade de v-glutamil
hidroxamato produzida foi estimada a partir de uma curva de calibragdo de y-glutamil
hidroxamato com concentracdes de até 1 mM.

O método semi-biossintético (colorimétrico) foi adotado como ensaio de rotina para
dosagem da atividade da GS apos comparagio prévia dos valores obtidos, por meio desse
método, aos gerados pelo ensaio biossintético. Para isso foi utilizada a metodologia de Vézina
et al. (1987). Nesse caso, a atividade foi dosada em meio de reacdo contendo imidazol, 100
mM, pH 8,0; GLU, 160 mM; (NH,),SO., 14 mM; ATP, 24 mM; MgCl,, 100 mM e extrato
enzimatico, 550 pL, resultando em volume final de 2,2 mL. A mistura foi incubada 2 30°C e a
reagdo iniciada pela adigBio do extrato enzimatico. Apés 1 min de pré-incubacio do extrato
enzimatico com o meio de reagdo, a intervalos de 10 min até o tempo de 30 min, foram
retiradas aliquotas de 500 pL e adicionados is mesmas 100 uL de acido sulfosalicilico, 300
mg/mL, com o fim de paralizar a reagio. As proteinas precipitadas foram removidas por
centrifugagdio a2 10.000 x g durante 5 min a temperatura ambiente. As amostras foram

neutralizadas para pH 9,5 e diluidas 10 vezes, para serem posteriormente analisadas para a
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formagio de GLN através de um sistema HPLC, apos derivagio com o-faldialdeido (OPA)
baseado no meétodo descrito por Jarret ef al., 1986 {conforme item 3.5.4.).

A uma aliquota de 100 pL do meio de reacdo acidificado foram adicionados 18 1L de
NaOH 1,5 N, de forma a elevar o pH para 9,5 (pH do reagente OPA utilizado para derivagio
dos aminocécidos) e 882 uL de agua mili-Q. Apds mistura, as amostras foram filtradas em
filtro millipore de 0,22 um. Dessa mistura, neutralizada e filtrada, 10 pl. foram misturados
com 60 pl do reagente OPA-borato e apds 2 min de reagio, uma aliquota de 10 pL foi
injetada no HPLC.

Foi adotado, como andlise de rotina, o método semi-biossintético, por fornecer
resultados confiaveis, relativamente proximos aos obtidos pelo método biossintético. Os
valores de atividade obtidos por meio do ensaio colorimétrico (semi-biossintético)
apresentaram cerca de 80 % dos valores de atividade estimados pelo método biossintético,

110+ 6,93 e 133+ 2,31 pmol GLN/gMF, respectivamente.

3.5.9.2. Glutamato sintase dependente de NADH (EC 1.4.1.14)

3.5.9.2.1. Extracio

A extragdo da glutamato sintase (NADH-GOGAT) em nédulos, foi executada por
homogeneiza¢do em almofariz previamente resfriado, de um grama de nodulos frescos com 5
mL de tampdo de extragfio, Hepes 50 mM, pH 8,0, contendo 10 mM de DTT e 1 mM de
EDTA, baseado no método de Chen & Cullimore (1988). O homogeneizado foi centrifugado a
11.600 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante dessanilizado em coluna de 10 mL, sephadex
G-25 médio (PD-10; Amersham Pharmacia Biotech), previamente equilibada com tamp3o de

extracd0, para posterior ensaio enzimatico.



O extrato de raizes foi obtido a partir de cinco gramas da porg¢@o mediana do sistema
radicular, coletadas no dia da extracio e lavadas em agua destilada gelada. O tecido foi
homogeneizado com auxilio de N liquido, adotando-se a propor¢do de 4 mL de tampdo de
extragdo por grama de raizes. O homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de gaze e
posteriormente centrifigado a 11.600 x g por 10 min, a 4°C, Apos centrifigacio, as proteinas
do sobrenadante foram precipitadas a 75 % de saturacio com (NH1)280,. O extrato foi entio
novamente centrifugado a 11.600 x g durante 10 min, a 4°C. Apods centrifugacio o
sobrenadante foi descartado e o pélete ressuspenso em 2,5 mi. de tampdo de extragdo. Apds
ressuspensdo do pélete, nova centrifugagio a 11.600 x g durante 10 min, a 4°C, foi realizada.
O sobrenadante foi entdio dessalinizado em coluna sephadex G-25 médio (PD-10;, Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com tampiio de extracio para Os ensaios enzimaticos
posteriores. Todos os procedimentos mencionados foram realizados sob temperatura entre 2 e

4°C.

3.5.9.2.2 Dosagem da atividade

A atividade da enzima foi avaliada por meio da medicdo da oxidagio do NADH a
340 nm conforme descrito por Chen & Cullimore (1988). A mistura de reacdo foi constituida
de tampdo Hepes, 25 mM pH 8,0, GLN, 2,5 mM, o-KG, 1,0 mM, NADH, 0,16 mM e extrato
enzimatico, 75 ul. para nédulos e 150 a 200 uL para raizes, em volume final de 1,2 mL. A
rea¢do foi iniciada pela adigdo da enzima e as mudancas em absorbincia 2 340 nm a 30°C,
apos pré-incubacio do extrato com meio de reacgdo, foram monitoradas em espectrofotdmetro
(Ultrospec 1000, Pharmacia-Biotech), por pelo menos um periodo de 15 min a intervalos de

cinco minutos. Dois ensaios, um sem a-KG e outro sem GLN foram utilizados como controle.
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O meétodo espectrofotométrico adotado para determinagio da atividade da NADH-
GOGAT foi comparado com método que quantifica diretamente o GLU formado na reacdo, na
forma de seu derivado com o-fialdialdeido, através de cromatografia liquida de alto
desempenho, cbm utilizacio de coluna de fase reversa, conforme descrito por Jarret ef al.,
1986 (conforme item 3.5.4.). Outro ensaio absolutamente idéntico ao descrito acima foi
conduzido, aumentando-se porém o tempo de incubagio, de forma que todo, ou pelo menos a
maior parte do NADH fosse consumida. Dessa forma, leituras de absorbancia a 340 nm foram
registradas a intervalos de 10 min, até um periodo de 30 min, para determinagio da atividade
da enzima pelo método espectrofotométrico. Nesses mesmos intervalos de tempo, aliquotas de
500 ul. do meio de reacdo foram coletadas ¢ a cada uma foram acrescidos 100 uL de 4cido
sulfossalicilico, 300 mg/mL. Essas aliquotas foram centrifugadas a 10.000 x g por 5 min e
armazenadas em geladeira a 6°C, para posterior analise em HPLC. Para anélise, as amostras
foram inicialmente tituladas para pH 7,0, diluidas duas vezes e filtradas com filtro millipore de
0,22 pm. A mistura filtrada consistia de 300 uL de amostra, 224 ul de dgua milli-Q e 76 pL
deNaOH 15 N.

O método de determinacdo da atividade da NADH-GOGAT por medigio da oxidagio
do NADH a 340 nm, foi adotado para analise de rotina, uma vez que apresentou valores muito

proximos ao meétodo de detecgio direta do GLU formado (HPLC): 11,15+ 0,12 pmol

GLU/gMF e 10,04+ 0,26 umol GLU/gMF, respectivamente.

3.5.10. Determinacio do teor de clorofilas
As dosagens foram realizadas a partir de solucdo extratora de dimetilsulfoxido

(DMSOQ), com base em Hiscox & Israelstam (1979).
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Discos foliares com 1,77 cm® foram retirados da folha expandida mais jover, recém
coletada, desprezando-se as nervuras centrais dos foliolos e colocados em DMSO, na
propor¢do de um disco foliar para 7 mL de DMSO, em tubos de ensaio. Os tubos foram
tapados com bolas de vidro e mantidos em banho-maria a 65 °C, durante 30 min.
Posteriormente, apos terem sido resfriados no escuro, foram registradas em espectrofotdmetro
as densidades 6ticas a 646 e 663 nm. Os teores de clorofilas totais {a + b) foram calculados

com base na equagio prosposta por Arnon {1949): Catb = (20,2 x Agss) + (8,02 x Age3).

3.6. Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em blocos ao acaso com trés ou quatro repetigdes
onde um vaso com trés plantas representava a unidade experimental. Aos dados quantitativos
obtidos, foi aplicada a andlise de varifincia e, nos casos significativos, as meédias foram

comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de 5 % de probabilidade (Gomes, 1990).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Composicio nitrogenada da seiva e constituinte do sistema aéreo e radicular de

plantas noduladas e nio-noduladas de soja

4.1.1. Na presenca e auséncia de nitrato

Um conjunto de experimentos foi conduzido com os objetivos de estabelecer os
padrGes de transporte de N no xilema de soja em diferentes sistemas de assimilaciio — fixagio
de N; ¢ assimilagiio de NO;" ¢ de NH, - e verificar se esses padrdes sio reflexo da reciclagem
de aminoacidos via floema entre a parte aérea ¢ sistema radicular .

As plantas noduladas de soja, totalmente dependentes da fixagio de Na, apresentaram
altos teores de URE transportados no xilema, indicativos da fixagio de N; plena (tabela 1). Em
relagdo a composic80 aminoacidica, foi observada elevada proporgdo de ASN (55 %) seguida
de GLN (20 %), como os principais aminoacidos transportados na seiva do xilema. Nas
raizes, predominaram os aminoacidos ASN, ASP, GLU, SER, GABA, GLN e ALA ¢ nos
nodulos, ASN, GLU, GABA, ALA, SER e ASP (tabela 1). Composi¢io semelhante foi
observada em seiva de xilema de soja em outros trabalhos (Layzell ez al., 1981; Puiatti &
Sodek, 1999), e em raizes e em nddulos (Puiatti & Sodek, 1999) de soja fixando plenamente o
N2 em relac@o as plantas onde predomina a assimilagdo do nitrato.

No caso de plantas noduladas tratadas com NOj™ e nfo-noduladas cultivadas com o
NOs foi obtido outro padrio de transporte de N no xilema. A aplicagio do NO; na
concentragdo de 15 mM a plantas noduladas provocou uma diminui¢io da proporgio de ASP e
de GLN e aumento de ASN no xilema (tabela 1). Um padriio semelhante foi obtido para
plantas ndo-noduladas cultivadas com o NOj, o que demonstra coeréncia com relacio ao

efeito do NO;™ sobre o transporte de nitrogénio em plantas noduladas. Portanto, teores mais
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Tabela 1. Composicio de aminodcidos (mol %), teores de aminodcidos livres totais
(ALT) e de ureideos totais (URE) em seiva de xilema, em nédulos, em raizes e em floema
de plantas simbiéticas (NOD) de soja ¢v. JAC-17; noduladas nutridas com N-NO; 15
mM durante sete dias (NOD ¢/N) e nie noduladas cultivadas com N-NOQ3(N/NOD)

XILEMA NODULOS RAIZES FLOEMA
N/NOD NOD NOD NOD NOB | N/NOD NOD NOD NOD NOD
/N /N ¢/N ¢/N

ASP | 388 1295 4383 | 13,02 1544 | 2,80 9,12 587 | 23,00 20,45
GLU | 0,31 049 0,26 | 21,54 30,41 | 4,38 575 3,67 | 1811 1912
ASN | 82,80 54,84 74,59 | 14,68 943 | 80,78 21,07 43,07 | 17,25 13.87
SER | 081 1,60 1,31 | 14,04 1000| 2,10 1200 690 | 1320 1497
GLN | 2,02 1995 496 | 1,20 1,60 | 033 778 332 | 0,78 0,96
ALA | 015 043 021 | 1579 1820 225 579 352 | 318 239

GABA| 029 172 044 | 981 899 | 1,19 698 602 | 657 545
GLY | 058 078 085 | 069 031 | 037 048 066 | 333 239

Outros| 9,16 7,24 12,55 | 923 562 | 580 31,03 2697 | 1449 20.40

7.96a** 498 ¢ 598 b 91I8 a 554 bi672a 1,9 ¢ 3,14 b
ALT | pmoVmlL pmoliml pmol/mL pmol/ pmol/ paol/ Jmol/ pmol

eMF sMF eMF gMF /gMF

URE | 046c 885 a 216b 669 a 439 b 118 ¢ 277a 232b
pmol/rol.  pmol/ml  wmolfml. | pmol/ pmol/ umol/ pumol/ pmol/ - _
gMF gMF gMF gMF gMF

*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS,
porém suas concentragdes foram baixas (< 3 %)

**¥Médias dos diferentes tratamentos dentro de cada parte da planta estudada seguidas de mesma Ietra,
no diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5 % de probabilidade

elevados de GLN e ASP e teores mais baixos de ASN caracterizam plantas noduladas de soja
fixando plenamente o N3, em relagio as plantas onde predomina a assimilacio do nitrato.

O NO5™ causou uma diminuigiio consideravel do teor de URE da seiva do xilema,
bem como dos nodulos e das raizes, indicando um decréscimo significativo do processo de
fixacdo de No. Uma vez que o teor de ureideos no xilema ¢ um indicador configvel da fixagdo
de Ny, pode-se estabelecer uma correlagio positiva entre a quantidade de N na forma de
ureideos na seiva do xilema e a fixagio de N em espécies transportadoras de ureideos como a
soja (Herridge & Peoples, 1990; Herridge ez al., 1990).
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De modo geral, proporgBes semelhantes dos aminoacidos transportados no xilema
foram observadas nas raizes das plantas que receberam NO; e nas plantas dependentes da
fixaclo, embora nas plantas noduladas a propor¢do de ASN tenha sido nitidamente menor. Os
nodulos, por outro lado, apresentaram uma composi¢io de aminoacidos bastante diferente das
outras partes analisadas e pouco alterada pelos tratamentos com NOs. A mudanca mais
evidente provocada pelo nitrato foi o menor teor de ASN, compativel com um decréscimo da
assimilagdo de N nesse 6rgio. O teor de GLU mostrou um aumento ¢ GLN nfo se alterou,
possivelmente devido ao alto teor de GLU existente nesses oOrgdos, o que sugere uma
reciclagem rapida da GLN formada, resultando numa propor¢io menor deste aminoacido e
maior de GLU (tabela 1).

Acompanhando as variagSes no teor de URE na presenga de NOs, ocorreu um
decréscimo do teor de aminoacidos totais nos nédulos e um aumento nas raizes e no xilema, o
que juntamente com as alteragdes da composicio aminoacidica da seiva do xilema, raizes e
nodulos, sugere uma mudanca na via de assimila¢io do N: o aumento da assimilacio do NO5
nas raizes em contrapartida a diminuigdo da fixagio de N> nos nodulos. O maior grau de
similaridade entre a composi¢go aminoacidica transportada no xilema das plantas noduladas
na presen¢a de NOs” ¢ a transportada em plantas nfio simbi6ticas reforcam  essa hipotese
(tabela 1). Resuitados semethantes foram obtidos em outros trabalhos com diferentes
leguminosas (Pate ez al,, 1980; McNeil & Larue, 1984). A razio para a presenca do N
inorgénico no meio radicular levar a decréscimos nas proporgdes relativas do N orgénico na
seiva do xilema e na relagiio ureideos/amidas parece estar ligada a4 economia de energia. De
maneira global, uma quantidade maior de energia € requerida para fixar N; do que para utilizar
0 NOs" (Becana & Sprent, 1987).

O floema apresentou uma composi¢io de aminoacidos também diferente das demais

partes analisadas, com pouca diferenca entre plantas tratadas com NO;™ e sem NO5". Dentre os
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aminodcidos transportados, ASP, GLU, ASN e SER foram os predominantes, seguidos de
GABA, GLY e ALA caracterizando dessa forma a importincia desses aminoacidos na
reciclagem do N em soja (tabela 1). No entanto, a proporgio desses aminoacidos no floema foi
bastante diferente do observado na seiva do xilema. Por cutro lado, Parsons & Baker (1996),
verificaram que em Lupinus albus a composi¢io aminoacidica transportada no xilema e no
fioema s&o semelhantes. Nessa espécie, os aminoacidos ASN e GLN constituem mais de 50 %
do N transportado no floema, seguido de ASP e GLU. A VAL, ILE, LEU, PHE, LYS ¢ ALA
embora presentes em menor proporgio, se destacaram como aminoicidos importantes do
floema. Em Triticum aestivumn o GLU foi o aminoacido mais abundante na seiva do floema,
seguido de SER e de ASP (Caputo & Barneix, 1997). As diferencas encontradas na
distribuicdo dos aminoacidos transportados no floema entre as diferentes espécies
possivelmente refletem um metabolismo diferenciado dos compostos nitrogenados entre as
espécies.

A composicio de aminoacidos dos nodulos, bastante diferenciada daquelas
transportadas na seiva do xilema e do floema em soja, pode indicar que os aminoacidos
presentes adviram da fixagfio do N ou da reciclagem de N, sobretudo aqueles encontrados em
maior propor¢do. Em Sesbania rostrata apenas pequena fracio do N fixado foi incorporada a
aminoacidos do nodulo, contra uma significativa proporgo originada da reciclagem do N
atraves do xilema (Godber & Parsons, 1998). Em Lupinus albus, grande parte da GLN e
principalmente da ASN encontrada no xilema nfio foi derivada do N recém fixado, mas de
uma quantidade substancial de N reciclada dentro do noédulo antes de ser exportada,
envolvendo 0 movimento entre xilema e floema (Parsons & Baker, 1996).

As folhas de plantas de soja que ndo receberam NO;, eleitas para analise
apresentaram proporgOes relativamente altas de ASP, GLU, SER. ALA ¢ GABA e baixos

teores de ASN e GLN e demais aminoacidos (tabela 2). A aplicagdo de NO; em plantas
46



noduladas de soja induziu a mudangas nas proporgdes entre os aminoacidos presentes nas
folhas. Entre os demais aminoacidos, a ASN mostrou um aumento consideravel,
independentemente da posicdo das folhas analisadas (tabela 2).

O teor de URE nas folhas mostrou ndo ser influenciado pelo tratamento com NQO3
(tabela 2Z). Os baixos valores encontrados, mesmo no controle, podem indicar uma
metaboliza¢do rapida desses compostos, visto que sdo sintetizados nos nodulos e transportados
para a parte aérea via xilema, onde sio degradados (Vadez & Sinclair, 2000). No entanto, nas
folhas mais jovens (folha 07) sob o tratamento com NO;, foram observados teores
significativamente mais altos de URE. Isso pode estar associado a um ajuste temporario do
metabolismo de N, uma vez que na presenca de NO7;, a assimilacfio desse fon deve ter sido
intensificada nessas folhas, as quais, por outro lado, funcionariam como um forte dreno de N,
seja proveniente da fixaciio ou da assimilagdo de NO7, pois se apresentavam em plena
expansdo (tabela 2).

Os teores de ALT nas folhas aumentaram significativamente na presenca de NO3, o
que associado ao aumento de ASN, sugere também a assimilagio do ion pela parte aérea
(tabela 2). Por outro lado, o aumento de ASN pode também ter sido resultante do NOs
assimilado pelas raizes e transportado para a parte aérea, pois houve um aumento do teor de
ASN transportado pelo xilema nas plantas que receberam NOs (tabela 1). Esses resultados
concordam com Harper (1972) e Crafts-Brandner & Harper (1982) que verificaram a
contribuicdo da assimilagdo do N-NOs™ em plantas de soja pelo sistema radicular e parte aérea.

O acomulo de ASN na parte aérea de plantas noduladas pode constituir um
mecanisme de sinalizagdo e controle de N total da planta, regulando a atividade da nitrogenase
por um mecanismo de “feedback”™ (Parsons ez al., 1993; Bacanamwo & Harper, 1997; Vadez
et al., 2000), uma vez que se observou o aumento de ALT e sobretudo de ASN nas plantas que

receberam NOs a semelhanca desses trabalhos.
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O teor de ASP variou com o tratamento e posigdo da folha analisada. O aumento de
ASN esteve associado com uma diminui¢io de ASP, exceto para a folha 05, de posicdo

intermediria na planta. Isso sugere um metabolisme diferenciado em relagdo as demais

folhas, possivelmente devido 4 maior utilizagio de ASN.

Tabela 2. Composicio de aminoicidos livres (mol%), compesicio de aminoscidos livres
totais (ALT) e ureideos totais (URE) em extrato de folhas de soja nodulada (NOD) cv.

IAC-17, em estadio R2, cultivada em vermiculita na auséncia de N e nutridas com NO';
15SmM durante sete dias (NOD ¢/N)

FOLHA ** | Posicio da folha / Tratamento
FOLHA 03* FOLHA 05 FOLHA 07

NOD NOD /N NOD NOD ¢/N NOD NOD ¢/N
ASP 13,44 6,26 3,95 7,48 5,51 2,65
GLU 13,17 10,42 14,12 10,53 14,18 6,28
ASN 0,65 12,61 0,51 15,66 0,72 10,39
SER 4,77 3,61 2,65 4,97 3,79 4.30
GLN 0,24 1,14 0,45 3.54 0,87 4,24
ALA 14,51 19,46 29,33 16,74 18,88 18,20
GABA 36,35 35,79 34,49 27,45 26,43 27,91
Outros 16,87 10,71 14,50 13,66 29,62 26,03
ALT & ook
(nmol/gMF) 5,07b 8,13 a 5,58b 13,65a 5,44 b 7,87 a
URE
{pmol/gMF) 0,28 a 034 a 0,32 a 0,39a 0,30 b 1,74 a

* Posigdo da folha na planta levando-se em consideracio a primeira folha trifoliolada da base em
direcdo ao apice da planta

** Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR. MET, VAL, PHE, ILE, LEU ¢
LYS, porém suas concentrages foram baixas (< 5%)

*** Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada “grande coluna”, nio diferem entre si pelo
Teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade

A proporgdo (mol %) baixa de GLN das folhas do controle, em relacio  a
propor¢io desse aminoacido transportado no xilema sugere uma utilizagio rapida dessa

amida na parte aérea. Talvez devido a disponibilidade de N, foram observados aumentos
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relativos na proporgio desse aminoacido na presenga do NO; ™ (tabela 2). Por outro lado, as
diferencas encontradas com relagdo ao teor de GLN nas folhas, parece explicar muito pouco as
variagBes encontradas no xilema frente ao tratamento com NQs (tabelas 1 e 2).

O GLU diminuiu na presenga de N, especialmente nas folhas mais jovens,
possivelmente devido a uma reciclagem rapida desse aminoicido em funcio de um
metabolismo mais intenso (folha em expansio), pois GLU ¢ fonte de N para sintese dos
demais aminoacidos.

A ALA e especialmente o GABA, foram os aminoécidos encontrados em maior
propor¢do no controle, ndo apresentando uma alteragio padrio em fungio do ion NOs
Tendéncia semelhante foi também registrada para SER (tabela 2).

A absorgio de NO;™ ndo causou alteragSes substanciais na composi¢io da seiva do
floema em soja, ao contrario do observado na seiva do xilema, ndo ocorrendo aparentemente o
acumulo de um aminoacido como sinalizador da absor¢io do ion. Por outro lado, esses
aminoacidos poderiam estar funcionando mais como nutrientes, em grande parte destinados ao
crescimento do sistema radicular estimulado pelo NO;™ (Granato & Harper, 1989) do que
propriamente atuando como moléculas sinalizadoras. Gessler et al. (1998) trabalhando com
plintulas de Fagus sylvatica, verificaram que entre os aminoécidos transportados no floema,
especialmente GLN e ASP medeiam a regulacdo do NOs™ absorvido, de forma a adaptar o
processo de absor¢do do ion & demanda de N da planta inteira. Por outro lado, Tillard ef al.
(1998) trabalhando com plantas de mamona, ndo observaram essas mudangas e sugeriram que
os aminoacidos transportados pelo floema ndo seriam os sinalizadores primarios da parte aérea
as raizes, de forma a controlar a absorgdo do NO;". Sugeriram que muitas condigdes que levam
a reciclagem desses aminodcidos nas raizes, resultariam em mudanga do transporte para o
sistema radicular de moléculas sinalizadoras desconhecidas, para a regulagiio da absorgio do

NOs™.
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4.1.2. Na presenca de aménio

O segundo experimento preliminar foi conduzido com o objetivo de estabelecer como
parametro de referéncia, a composiciio nitrogenada do xilema de plantas noduladas e nio-
noduladas (nutridas com NOs') na presenga do fon NH,", por quatro dias.

De forma inversa ao observado no tratamento com o NO5y, a presenga do ion NH,"
causou um aumento da propor¢io de GLN transportada na seiva do xilema das plantas
noduladas, mostrando um impacto ainda maior nas plantas nio noduladas (nutridas com
NOy). Essas modificagdes foram acompanhadas de um aumento de ASN e reducdo de ASP
(tabela 3)

O teor de URE diminuiu na presenca de NH," nas plantas noduladas e nas ndo-
noduladas mostrou-se baixo e inalterado (tabela 3). Evidentemente, o NH," inibe a fixacdo de
Nz da mesma maneira que o fon NQ5".

O aumento do teor de GLN no xilema inversamente ao teor de URE nas plantas
noduladas, ¢ também nas plantas nutridas com NOs’, sugere que a propor¢do deste aminoacido
na seiva de xilema ¢ dependente da concentracio do fon NH,’, seja oriundo da fixagio do N
ou da fertilizagdo com N - NH,".

O teor de ALT mostrou um acréscimo abrupto nas plantas que receberam NH,”,
indicando um aumento da sintese de aminoacidos sobretudo nas plantas noduladas, em que o
processo de fixagdo foi substituido pelo de assimilagio de NH, aplicado (tabela 3). O
aumento da sintese de aminoacidos induzido pelo NHs" poderia ser justificado, pelo menos em
parte, por ndo haver necessidade de reduzir N a NH," antes de ser incorporado em compostos
Organicos.

A composi¢io (mol%) da seiva de floema de plantas de soja noduladas e ndo

noduladas tratadas com o ion NH,™ praticamente ndo sofreu influéncias (tabela 4). Foi

50



Tabela 3. Composicio de aminodcidos livres (mol %), teor de aminoacidos livres totais
(ALT) (umol/mL) e teor de ureideos totais (URE) (umol/mL) em exsudato de seiva de
xilema de plantas de soja noduladas (NOD) e nio noduladas (N/NOD), nutridas com
NO3 15 mM, cv. JAC-17, em estidio R2, cultivadas em vermiculita e submetidas a

tratamento com {(NH4);SO4 5 mM durante quatro dias

XILEMA NOD NOD N/NOD N/NOD
¢/(NH4),S804 ¢/(NH4):80;

ASP 15,59 4,96 2,94 0,48
GLU 0,64 6,58 0,99 0,18
ASN 48,68 60,98 81,76 84,14
SER 0,92 1,11 0,73 0,29
GLN 17,36 21,77 1,03 6,30
ALA 0,16 0,44 0,28 0,08
GABA 0,85 0,53 1,16 0,17
Outros 15,80 9,63 11,11 8,36
ALT (pumol/mL) 2,85 b** 19,50 a 595 b 15,29 a
URE 6,23 a 2,86 b 1,19 a 1,12 a
{umel/mL)

*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS,
porém suas concentracdes mostraram-se baixas (< 2%); ** cada valor ¢ a média de quatro repeticdes
*¥Letras diferentes na mesma linha, dentro de cada “grande coluna™, significam diferencas estatisticas
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan

Tabela 4. Composi¢io aminoacidica (mol%) em seiva de floema de plantas noduladas de
soja (NOD) e nio noduladas (N/NOD) cultivadas com NO73, cultivar IAC-17 em estadio
R2, cultivadas em vermiculita e submetidas a tratamento com (NH,),SO4 5 mM durante

quatro dias

FLOEMA NOD** NOD N/NOD N/NOD
C/(NHL),S0, 5 mM C/(NH,),SO, 5 mM
ASP 23,23 26,18 11,92 13,58
GLU 18,34 17,14 10,63 9,95
ASN 16,08 19,61 41,67 40,16
SER 10,00 841 7,48 7.23
GLN 0,41 0,47 0,14 0,92
GLY 3,27 4,60 13,95 11,24
ALA 2,10 2,91 2,93 4,81
GABA 11,07 6,14 3,36 3,57
Outros 15,50 14,54 7,92 8,54

*Foram detectados os aminoacidos HIS, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS, porém
suas concentragdes mostraram-se baixas (< 3%); ** cada valor é a média de trés repeticdes
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observado, no entanto, que o controle de plantas nio noduladas apresentou teores bem mais
elevados de ASN e GLY na seiva, em comparagdo com plantas noduladas e menores niveis de
ASP e GLU. A GLN, por outro lado, importante forma de transporte de N na seiva de xilema
de plantas noduladas, esteve presente em baixos niveis na seiva do floema, de forma
semelhante as plantas nutridas com NO', nfio sendo influenciada pela presenca do ion NH,",

Plantas noduladas de Lupinus que receberam NH, Cl por duas semanas, aumentaram
o teor de GLN transportado no floema. No tratamento com NOj3™ observaram-se aumentos em
ASP ¢ em tratamento com O, foram observados aumentos de LEU, PRO e ASP. Os demais
aminoacidos ndo sofreram alteragdes (Parsons & Baker, 1996).

Os teores de GLN no floema nos tratamentos com N, NOs™ ou NH,", sugerem que
esse aminoacido ndo ¢ uma molécula sinalizadora do “starus” de N em soja, mediando a
queda na nitrogenase, conforme observado por Neo & Layzell (1997). Nesse trabatho, ocorreu
uma mudanga da composi¢io da seiva do floema de plantas de tremoco € soja apés aplicagdo
de NH, ' na parte aérea, resultando num aumento do N, sobretudo de GLN. Foi sugerido que a
elevagdo de GLN no floema causou o aumento da resisténcia do nodulo i difusdo ac O,
alterando por conseqiéncia, o metabolismo do nodulo e a atividade da nitrogenase ao

controlar o suprimento de O; para as células infectadas com a bactéria,

4.2. Transporte de N em soja nodulada apés transferéncia para sistema hidropdnico

Uma vez caracterizada a composi¢do nitrogenada transportada no xilema de soja
nodulada e as alteragdes ocorridas na presenca de N-inorgénico, foram conduzidos
experimentos com hidroponia (com aeragfio), como tratamento alternativo ao efeito do N-
fixagdo de Ny esta fundamentado na queda brusca de URE (Puiatti & Sodek, 1999) e em

observagdes proprias, de que as plantas noduladas se desenvolvem lentamente nessa condicio,
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ao contraric das plantas nio-noduladas que apresentam um bom desenvolvimento. Desta
maneira, procurou-se ampliar os efeitos observados nos experimentos anteriores, associando
ao tratamento hidroponia a presenca/auséncia de NO; e presenca/remocio dos nddulos
radiculares.

De forma geral, as mudangas do transporte de N na seiva do xilema mostraram uma
influéncia direta e combinada, em fungdo da hidroponia, da remogio dos nodulos e presenca
de NGOy~

Os teores de URE na seiva do xilema diminuiram abruptamente nas plantas
transferidas para hidroponia, em todos os tratamentos. Os efeitos se mostraram ainda mais
intensificados quando os nddulos foram excisados, visto que sdo sitios de produgio de
ureideos (tabela 5). Nas raizes, embora os efeitos tenham sido significativos em todos os
tratamentos, as redugbes foram menos pronunciadas do que as observadas nos nddulos
(tabelas 6 ¢ 7).

Os mecanismos de inibicdo do NO;™ sobre a fixacio de N, envolvem basicamente trés
hipéteses. A primeira sugere uma limitacdo de carboidratos, privando os bacteréides de poder
redutor e de energia para a fixaclio de N, devido ao consumo dessas fontes no processo de
redugdo do NOs', o qual pode ocorrer na parte aérea, na raiz ou no nédulo (Drevon ef al.,
1988a). A segunda hipdtese baseia-se no efeito toxico gerado pelo metabolismo do NO; no
nédulo (Becana & Sprent, 1989; Becana ef al., 1989) ¢ a terceira , mais recente, baseia-se na
limitagdo de O, para a atividade do bacterodide, proporcionada por uma barreira 4 difusio do O,
no cortex do nodulo, intensificada pela presenca do NO3y (Minchin er al, 1989; Hunt &
Layzell, 1993; Denison & Harter, 1995).

Uma possibilidade alternativa para o efeito direto do NO;™ na fixacio do N, é a

dissipagio do potencial transmembrana que poderia interferir com o transporte de acidos
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dicarboxilicos, malato e succinato, através da membrana peribacteroide (Udvardi & Day,

1989, Vassileva & Ignatov, 1996).

Tabela 5. Composicio (mol %) de aminoscidos livres, teor de aminosgcides livres soldveis
totais (ALT) e ureideos totais (URE) de exsudatos de xilema de plantas de soja cv. IAC -
17 em estadio R2 cultivadas em vermiculita (V) sem N e quatro dias apés transferéncia
para hidroponia (H) na presenca de NOs 15 mM (N+) e auséncia de N (N-), em

combinaciio com a remo¢io (NOD-) ou presenca de nodulos (NOD+)

XILEMA Vv VH4d v
0 dia N+/NOD+ N+/NOD- N-/NOD+ N-/NOD- 4* dia
ASP 15,14 3,87 3,91 43,13 27,98 13,74
GLU 1,21 0,60 0,24 6,17 1,96 0,95
ASN 42,87 75,90 76,70 19,77 19,02 43,50
GLN 20,17 2,92 2,33 2,23 1,57 21,05
SER 3,97 0,35 0,95 4 88 4,95 2,75
ALA 0,36 0,86 0,23 1,05 1,24 0,37
GABA 1,85 1,12 1,53 3,39 2.06 1,88
Outros 14,43 14,38 14,11 19,38 41,22 15,76
URE 9,14 a 0,48 bc 0,24 ¢d 0,64 b 0,13 d 929 3a
(nmol/gMF)
ALT 2,33 b 412a 4,04 a 0,98 ¢ 0,14 d 235b
(pnol/ml)

*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE_ILE  LEU ¢ LYS,
porém suas concentragdes foram baixas (< 3 %)

**Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao
nivel de 5 % de probabilidade (n= 4)

Arrese-Igor et al. (1997) observaram que a aplicagdo de NO;” 10 mM em soja
nodulada, no estddio vegetativo, causou um declinio rapido na fixagio do N; e um
conseqtiente declinio dos ureideos na seiva do xilema, de forma que o decréscimo da atividade
da nitrogenase e a redugio de URE mostraram-se paralelos. Nao foi observado nenhum efeito
sobre os componentes 1 e 2 da nitrogenase, ¢ os niveis da proteina permaneceram inalterados
durante os oito dias de avaliagdo e ainda estavam presentes aos 24 dias de suprimento com

NOs". O efeito do NOy™ sobre 2 fixagdio do N; foi associado a um decréscimo da atividade da
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nitrogenase ligado a respiragfio, a aumentos da resisténcia & difusfo ao Oz pelo nddulo e ao
gasto de C durante a fixacdo de N,.

A diminuiciio do processo de redugio do N, frente aos tratamentos com NH, , NOy
em vermiculita ¢ NOs™ associado com a hidroponia, pode ter envolvido qualquer um dos
mecanismos propostos ou mesmo uma interagio entre eles. Ja para o tratamento envolvendo
hidroponia sem N, a hipotese do aumento da resisténcia & difusio do O, para o interior do
nodulo parece plausivel, uma vez que a velocidade de difusdo do O, € cerca de 100 vezes
menor em agua do que no ar (Thomson & Geenway, 1991) ¢ mesmo concentragdes de O
ambientes 530 limitantes a fixacfo de N, (Hunt ef al., 1989), além de ser detectado o processo
de fermentacdo em alguns casos (Tajima & Larue, 1982; Heckman & Drevon, 1987). A
possibilidade de danos causados nos nodulos e raizes por formas ativas de O, (0%, H,0,, OH")
induzidas pelos diferentes estresses nfo pode ser descartada (Becana & Klucas, 1992; Escuredo
et al., 1996).

Os teores de ALT transportados no xilema das plantas transferidas para hidroponia na
auséncia de N, diminuiram abruptamente. Este efeito foi ainda mais intenso quando os
nodulos foram removidos. O menor teor de aminoacidos nesse tratamento, juntamente com a
diminuicdo de ureideos, evidencia a contribui¢io dos nodulos para o teor da fracdo
nitrogenada transportada no xilema (tabela 5).

Os teores de ALT transportados no xilema das plantas na presenga de NO3,
mostraram um acreéscimo, independentemente da remocdo dos nddulos. Respostas semelhantes
foram observadas nas raizes das plantas submetidas a esses tratamentos (tabelas 5 e 6).

Pate et al. (1980) avaliaram a composi¢io de N transportada no xilema de plantas
noduladas feijio de corda e outras leguminosas transportadoras de ureideos sob o efeito do

NO;". O aumento da dose de NOs', causou uma elevacio do teor de ALT e do NO;s e
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diminuigao do teor de URE transportados no xilema, 4 semelhanca do observado em soja neste

trabalho. Em nodulos, no entanto, a transferéncia das plantas para hidroponia causou uma

Tabela 6. Composicio (mol %) de aminoacides livres, teor de aminodcidos livres seliaveis
totais (ALT) e ureideos totais (URE) de extratos de raizes de plantas de soja cv. IAC -17,
em estidio R2, cultivadas em vermiculita (V) sem N ¢ apés quatro dias apés transferéncia
para hidroponia (H) na presenca de NO; 15 mM (N+) e auséncia de N (N-), em

combinacdo com a remocio (NOD-) ou presenca de nédulos (NOD+)

RAIZ A% Vo>H4d \'%
12 dia N+/NOD+  N+/NOD- N-/NOD+ N-/NOD- 42 dia
ASP 10,20 5,52 5.67 9,48 8,97 11,88
GLU 6,72 3,47 3,05 5,81 5,35 6,92
ASN 10,67 53,64 54,33 6,50 6,88 8,75
GLN 10,11 2,47 1,79 4,45 2,27 9,31
SER 6,37 3,47 2.69 535 5.45 7,00
ALA 6,13 2,89 2,95 4,94 411 4,69
GABA 7.43 5,16 4,70 9,72 9,55 507
Outros 4237 23,38 24,82 53,75 57,42 46,38
URE 0,90 a 0,53 b 0,62b 0,57b 0,53 b 0,86 a
(nmol/gMF)
ALT 1,66 b 2,46 a 2,51a 1,36 d 1,48 ¢ 1,61 b
{pmol/mL)

*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS,
porém suas concentragdes foram baixas (< 4%)

**Medias seguidas de mesma letra , na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao
nivel de 5 % de probabilidade (n=4)

queda de ALT, tanto na presenca quanto na auséncia do NOs, o que caracterizou uma
diminuicdo de assimilagio de N nesses orgios (tabela 7).

Resultados obtidos com ervitha (Minchin & Pate, 1975), fetjio-de-corda (Atkins et
al., 1988a) e soja (Puiatti & Sodek, 1999) demonstraram a influéneia da hidroponia em tornar

deficiente a assimilagio do N dessas espécies, quando em associagdo simbidtica com rizébio.
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O aumento de ALT associado com a diminuigio do teor de URE no xilema e nas
raizes, e diminui¢do de URE e de ALT nos nodulos sugere a assimilagio de NO;~ induzida nas

raizes em detrimento da fixacio de N nos nédulos (tabelas 5, 6 e 7).

Tabela 7. Composicdo (mol %) de aminoacidos livres, teor de aminodcidos livres soliveis
totais (ALT) e ureideos totais (URE) de extratos de nédulos de plantas de soja cv. IAC -
17 em estadio R2 cultivadas em vermiculita (V) sem N e apés quatro dias apés
transferéncia para hidroponia (H) na presenca de NO; 15 mM (N+) e auséncia de N

(N-), em combinacio com a remociio (NOD-) ou presenca de nodulos (NOD+)

NODULG Vv V>H4d v
0 dia N+/NOD+ N-/NOD+ 42 dia
ASP 5,96 7,06 9,53 5,55
GLU 14,79 21,02 19,04 13,36
ASN 20,80 7,19 7,14 19,64
GLN 0,93 1,03 1,04 0,90
SER 8,93 5,18 598 7,58
ALA 9,81 8,79 11,89 9,49
GABA 15,76 21,59 20,93 16,83
Outros 23,02 28,14 24 45 26,65
URE 2,13 a 0,54 ¢ 1,11b 2,02a
(nmol/gMF)
ALT 19,24 a 16,04 b 14,24 ¢ 1923 a
{(pmol/mL)

*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU ¢ LYS,

porém suas concentrages foram baixas (<3 %)
**Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, niio diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel
de 5 % de probabihdade (n= 4)

A transferéncia da soja nodulada para cultivo hidropdnico, causou alteracdes
substanciais na composi¢do dos aminoacidos transportados na seiva do xilema, especialmente
com relagio as amidas ASN e GLN, mostrando respostas diferenciadas em relagio &

associagdo com os tratamentos de remogdo dos nddulos e/ou presenca do ion NOs™.
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O teor de ASN transportado na seiva de xilema elevou-se nas plantas transferidas
para hidroponia em solu¢do contendo NOj, de forma semelhante ao observado nas raizes,
Essa resposta parece ser conseqiiéncia exclusiva da assimilagio do NOj pelas raizes, pois o
aumento em ASN ocorreu na mesma intensidade nos tratamentos envolvendo a remogdo ou
presenca dos nodulos (tabelas 5, 6 e 7). Por outro lado, as plantas transferidas para soluciio
sem N apresentaram uma diminuigio severa no teor de ASN e um aumento concomitante no
teor de ASP, o que sugere que em condicBes limitantes & assimilag3o de N, a soja prioriza o
transporte de ASP, em relagdo 4 ASN. O aumento mais pronunciado de ASP no xilema das
plantas que ndo tiveram seus nédulos destacados, sugere serem os nédulos uma fonte
importante desse aminoacido (tabela 5, 6 7).

A proporgdo ASP/ASN nas raizes também aumentou  em plantas que ndo
receberam NO; e diminuiu na presenga desse ion. Nos nédulos houve um acréscimo na
relagdo ASP/ASN na presenca e na auséncia de NO;', niio ocorrendo diferencas na intensidade
de resposta, 0 que reforga a idéia de uma deficiéncia de fixagdo e de assimilacio de N dos
nodulos em ambos os sistemas (tabelas 6 e 7). Portanto, a diminuicdo de ASN no xilema no
tratamento sem N parece ter uma correspondéncia mais direta com o decréscimo de ASN nos
nodulos, como resultado da fixagfo diminuida e o aumento dessa amida no xilema de plantas
sob o tratamento com NOj', parece estar mais relacionado ao aumento da ASN nas raizes,
como resultado da assimilagio do ion. Estes resultados associados com as variagbes de URE
no xilema, raizes ¢ nodulos, nos diferentes tratamentos, concordam com varios trabalhos que
registraram na presenca de N inorgénico, uma mudanga do transporte de ureideos para amidas
(Matsumoto ef al., 1977; Pate et al., 1979; 1980; Paterson & Larue, 1983; McNeil & Larue,
1984).

De forma diferente & ASN, a GLN mostrou uma reducdo abrupta na seiva do xilema

em todos os tratamentos, mesmo naqueles que receberam NO;. A reducdo da GLN foi mais
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pronunciada nos tratamentos com plantas que tiveram seus nodulos destacados (NOD-),
acompanhando as variagbes observadas para os ureideos, o que sugere ser esta amida o
aminoacido estritamente relacionado com a atividade metabolica do nddulo {tabela 5).

A queda de GLN no xilema de plantas noduladas apds transferéncia para solucio sem
N, pode explicar a redugio de ASN (via asparagina sintetase) e o aumento do ASP. Uma vez
que o N disponivel para sintese de ASN esta restrito, devido 4 queda da fixagiio do N, a
sintese de GLN, precursora de ASN ¢ limitada e ocorre a preferéncia pelo transporte de ASP.
Por outro lado, na presenga de NO3’, a sintese de GLN continuou inibida, devido a inibi¢io do
processo de fixacio de Ny pela hidroponia e NO3”. Porém, nesse caso, o aumento de ASN pode
ser explicado pela reducio e assimilacio do N-NOj;™ nas raizes.

O aumento da razio GLU/GLN na seiva do xilema foi uma resposta comum a todos
os tratamentos, principalmente devido & grande diminuicdo de GLN. Nos tratamentos sem
N-NOj, fot observado um leve aumento de GLU, especialmente na auséncia de nddulos,
sugerindo, em situagfo de deficiéncia de assimilagio de N, uma importincia relativa de GLU
no transporte de N,

A diminuigdo dos teores de GLN no xilema manteve uma correspondéncia com os
teores de GLN nas raizes, os quais decresceram com a transferéncia das plantas para
hidroponia (tabelas 5 e 6).

Apesar de ndo terem sido observadas mudancas nos teores de GLN nos nodulos,
ocorreu um aumento de GLU apos transferéncia para hidroponia, o que poderia sugerir uma
adaptacdo momenténea frente a deficiéncia de assimilagio de N, uma vez que GLU ¢ doador
de N para biossintese de compostos nitrogenados (tabela 7). Por outro lado, a proporcio
relativamente alta de GLU nos nédulos do controle, comparada 4 GLN, sugere que as
mudangas bruscas encontradas na seiva do xilema com relagdo 4 GLN frente aos tratamentos

testados, ndo envolve mudangas no tamanho do “pool” de GLU e de GLN nos nodulos. Além
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disso, apesar de nivels razoavelmente altos de GLN terem sido observados no xilema do
controle, em plantas transportadoras de URE, como a soja, GLN é preferencialmente utilizada
na biossintese de URE (Schubert, 1986), o que reforca os baixos niveis verificados nos
noddulos.

Os teores relativamente baixos de GLN e ASP nos nédulos podem também refletir a
sua rapida utilizagdo na sintese de outros aminoscidos, como ASN, que foi o aminoacido
encontrado em maior propor¢io nesses orgios, conforme também observado por Rosendahl er
al. (1990). Por outro lado, em experimentos realizados com soja, Streeter (1987a, 1987b)
encontrou baixos teores de ASN no citossol da célula hospedeira e nos bacterdides, inclusive
menores que os da GLN.

A ALA mostrou valores relativamente baixos na seiva do xilema, aumentando um
pouco, no entanto, quando as plantas foram transferidas para solugio isenta de N,
independentemente da presenca dos nodulos (tabela 5). Apesar dos niveis relativamente altos
de ALA nos noédulos e raizes, os tratamentos utilizados nio influenciaram de forma marcante
0 teor desse amunoacido. Observou-se no entanto, um pequeno decréscimo nas raizes sob os
tratamentos que receberam NOs™ (tabelas 6 ¢ 7).

Os teores de GABA do xilema foram relativamente baixos, no entanto tenderam a um
um aumento sob o tratamento sem N, & semelhanca do observado nas raizes. Em nddulos, os
aumentos observados foram independentes do N (tabela 5, 6 e 7). Serraj et al. (1998)
observaram um aumento da concentragio de GABA em seis vezes, em nédulos de plantas de
soja submetidos a seis horas de hipoxia. Tratamento com PEG ndo causou nenhuma alteracdo.
Raizes de plantas noduladas de S. rostrata também apresentaram proporcdes relativamente
altas de ALLA e GABA (Godber & Parsons, 1998). Por outro lado, os teores altos de GABA,

ALA e GLU encontrados nos nodulos, em comparacio com os encontrados na seiva de
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xilema, mesmo nas plantas tratadas, sugere que esses aminoacidos desempenham funcSes
especiﬁcas'no metabolismo desses Orgdos.

Vance & Heichel (1991), ao estudar o papel do GABA nos nédulos, considerou que
este amincacido pode exercer um papel importante no balango de pH do nodulo,
especificamente como um dreno de H',

O NH.," tem sido considerado como a forma mais provavel do N fixado liberado 2
planta, mas o possivel envolvimento de aminoacidos tem sido sugerido, baseado nas
descobertas de que simbiossomos de ervilha supridos in vitro com éacidos dicarboxilicos
marcados radioativamente excretaram aminoacidos marcados radioativamente, principalmente
ALA e ASP (Appels & Haaker, 1991; Rosendhal ef al. 1992) e bacterdides de soja incubados
com N, excretaram *N-alanina {(Waters et al., 1998).

Quando simbiossomos de ervitha e soja foram supridos com **C-malato sob
condi¢des microaerdbicas, a sintese e excregio de ALA em primeiro lugar e também de ASP e
de GLU mostraram-se altas. Coletivamente estes compostos mostraram uma recuperacio da
radioatividade acima de 12 % da radiagio como aminoacidos, apos 30 min de incubacio de
uma mistura de reacdo (Rosendahl ef al. 1992).

A exposicio de bacterdides de Bradyrhizobium japomicum ao *C-succinato, ou
nodulos inteiros de ervilha e sojé. ao *CO;, resultou em sintese substancial de “C-GLU,
“C-ASP ¢ "“C-ALA (Rosendahl ef af, 1990; Salminen & Streeter, 1990). A marcagio
radiotiva do “pool” de GLU em soja transformou-se lentamente, sugerindo uma taxa baixa de
metabolismo (Salminen & Streeter, 1987). A alta taxa de sintese do GLU foi atribuida a
intbicdo do complexo o-KG do ciclo dos acidos tricarboxilicos sob condigdes
microanaerobicas, devido a uma diminui¢io da razio NADH/NAD™ (Salminen & Streeter,

1990).
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4.3. Transporte e metabolisme de glutamina em soja apés inibicio e recuperacio da
fixacie de nitrogénio

Nos experimentos anteriores foi sugerido que a redugdio dos niveis de GLN na seiva
do xilema estava relacionada com a atividade metabélica dos nédulos. Com 1850, levantou-se a
hipdtese de que mudangas profundas ne metabolismo de GLN deveriam ocorrer em condigdes
que limitassem a fixagdo do N,. Com o objetivo de se estudar com maior detalhamento essa
consideragdo, foi acompanhada a atividade da NADH-GOGAT em nédulos durante a
transferéncia das plantas para hidroponia, na presenca e auséneia de NOs'. A atividade da
enzima foi determinada também apds o replantio das plantas em vermiculita, na auséncia de N,
como forma de verificar se a recuperagdo da atividade estava associada também com 2
elevagdo dos niveis de GLN. Além da NADH-GOGAT, a atividade da enzima GS em nédulos
¢ em raizes de plantas, transferidas para hidroponia na presenga e auséncia de NQOs', foi
também determinada e os resultados pertinentes a esses ensaios estio apresentados e discutidos
no final desta se¢do.

A transferéncia das plantas para hidroponia ocasionou uma redugdo do teor de URE a
niveis minimos no xilema desde o primeiro dia de exposi¢do aos tratamentos, ndo ocorrendo
diferenca quanto a presenga do NO;. Porém quando as plantas foram replantadas em
vermiculita, a recuperagio de URE se processou de forma gradual. Somente no tratamento
com hidroponia sem N foi observado um nivel de recuperacdo equivalente ao controle, no
quinto dia de replantio. A recupera¢io dos teores de URE sob o tratamento com NOs3™ foi
menos intensa e somente no oitavo dia de avaliagio foram registrados valores proximos aos do
controle (figura 1).

Em nodulos e raizes houve uma redugio do teor de URE com os tratamentos de

hidroponia, porém durante o replantio, a recuperagio de URE nesses orgdos tendeu a ser mais

62



rapida 2 observada no xilema, apesar da maior variagio de resposta (figura 1),

A concentragio de ALT na seiva do xilema das plantas submetidas a hidroponia sem
N mostrou uma reduglo grande, desde o primeiro dia de transferéncia, a qual foi acompanhada
por redugdes similares nos nodulos. Em raizes os efeitos ndo foram evidentes (figura 2).

Com o replantio, ocorreu um aumento gradativo do teor de ALT transportado no
xilema. A mesma tendéncia foi observada em raizes e em nddulos. A recuperagio foi
praticamente completa aos seis dias apOs transferéncia para vermiculita, com relagio ao
tratamento sem N, fase em que o teor de URE se mostrou equivalente ao controle,
demonstrando assim, o aumento da sintese dos aminoacidos transportados relacionado a
recuperacdo da fixaclo do N, (figuras 1 e 2).

Atkins et al. (1984a) verificaram uma grande reducgfio do N-total na seiva do xilema e
em menor escala nos nddulos de feijio-de-corda, ao submeter o sistema radicular a um
tratamento inibitdrio a fixagdo de N» com uma mistura de Ar:O; durante trés dias. A supressio
do tratamentc causou um aumento relativamente rapido desses compostos, ji durante as
primeiras 6 h, apesar da recuperagdo completa néo ter sido evidenciada até 48 h apés retorno
das plantas a atmosfera ambiente. A recuperagio de ureideos foi gradual, tanto no xilema
quanto nos nodulos com o término do estresse.

Kuzma et al. (1999) ao submeterem nédulos de soja a niveis sub-ambientais de O,
encontraram variagdes nos “pools” de adenilatos somente na fracdo correspondente aos
bacterbides, atribuindo esse efeito como uma resposta i limitagio do O2 4 respiragio do
bacterdide. No entanto, Guash ez al. (2001) relacionaram a queda de atividade da nitrogenase
em nodulos de tremoco submetidos a 1 % de Oy, a reduciio da respiragio nodular, além da
redugdo respiratoria dos bacterdides. Segundo esses pesquisadores, ao se levar em

consideragdo que o Ky, da citocromo oxidase mitocondrial € 50 nmol/L. e a oxidase terminal
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Figura 1. Teor de ureideos em seiva de xilema, em raizes ¢ em nédules de plantas de soja
cv. IAC-17 cultivadas em vermiculita sem N (V N-) e transferidas para hidroponia (H)
durante 4 dias, em estddio R2, na presenca de N-NO; 15 mM (N+) e auséncia de N (N-)

com posterior replantio em vermiculita (RV N-) na auséncia de N, Barra =E.P. (n=3)
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EP. (n=3)
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dos bacterdides tem um Ks de 7 amol/L (Millar ez af 1995), a respiragio mitocondrial deveria
metabolismo do nddulo, principalmente com relacio a atividade da nitrogenase, tenha tido uma
relagio direta com a disponibilidade de 02, Uma vez que a restricio a difusdo ao O, ambiente &
normalmente imposta por meio da barreira a0 O, no nddulo (Bergersen, 1997b; Thumfort es
al., 1999), o envolvimento de dgua ao seu redor devido a hidroponia, deve ter potencializado
esse efeito. Considerando que a difusdo do O, é 100 vezes menor em 4gua do que no ar
(Thomson & Greenway, 1991), mesmo os teores de saturacio de O, medidos no sistema
hidropdnico (em torno de 84 %), ndo foram suficientes para evitar uma situagio de hipdxia nos
nédulos.

Os teores de ALT foram elevados no xilema e em raizes e reduzidos nos nédulos das
plantas transferidas para solugio contendo NGy, sugerindo que o aumento da assimilacio do N
esteve relacionado basicamente & assimilagdo de NOs™ nas raizes, em detrimento dos nodulos
(figura 2). Por outro lado, com o replantio, foi observada inicialmente uma queda abrupta do
teor de ALT no xilema, seguido de uma recuperagio gradual até o oitavo dia de observagio.
Nas raizes foi registrada uma diminui¢do do teor de ALT apés o replantio e um aumento nos
nodulos, que juntamente com as mudancas em URE no xilema, nas raizes e nos nodulos,
sugere uma substituicdo gradual da assimilagio do NO; pela fixagdo do N, (figuras le 2).

As mudangas do teor de ALT estiveram associadas as oscilagdes do teor do NO; na
seiva do xilema, raizes e nodulos. Durante a permanéneia das plantas em mdroponia houve
uma elevagdo do teor do NO; na seiva do xilema, raizes e nédulos. Com o replantio, foi
observada uma queda abrupta do teor desse fon no xilema e nas raizes, e de forma mais gradual

nos nddulos (figuras 2 e 3).
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Figura 3. Teor de nitrato em seiva de xilema, massa fresca de nodulos e massa fresca de
raizes de plantas de scgja cv. IAC-17, cultivadas em vermiculita na auséncia de nitrogénio
(V N-) e transferidas para hidroponia (H) durante 4 dias, em estadio R2, na presenca de
NO35 15 mM (N+) com posterior replantio em vermiculita (RV N-) fertilizada com

soluciio nutritiva isenta de nitrogénio. Barras=EP. (n=3)
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O aumento de forma mais gradual do teor de URE na seiva do xilema com o replantio
das plantas que se encontravam sob hidroponia com NOs, em relacdio ao tratamento sem N,
concordam com o trabatho de Heckmann & Drevon (1987), o qual demonstrou que a atividade
da nitrogenase ¢ menos estimulada pelo O; externo em presenca do NOy'.

A presenca do NO;™ deve ter exercido um efeito adicional 4 hidroponia sobre a
disponibilidade de O para o funcionamento dos nodulos. Isso pode ser apoiado por
observagBes de outros pesquisadores, como a de que o efeito adverso do NO;™ na fixacdo do
Nz pode ser minorado pelo aumento da pressdo parcial de O, (pO,) (Drevon ef al., 1988a,
Hunt ez al., 1989, Dakora & Atkins, 1990), ou pela adiggio de oxileg-hemoglobina a suspensao
de bacterbides previamente ao NOs (Becana & Sprent, 1987). No entanto, nio pode ser
descartado o efeito adverso do NO; dentro do nédulo, levando & conversio de leg-
hemoglobina a forma nitrosil (Kanayama e al., 1990, Hunt & Layzel, 1993), ou mesmo o
efeito direto do NO3™ na membrana peribacterdide, causando desestabilizacdo dessa, alterando
o transporte de acidos dicarboxilicos (malato e succinato) através da membrana, proporcionado
pelo acimulo de poli-B-hidroxibutirato, o qual atua inibindo a nitrogenase (Blumwald et al.,
1985, Udvardi & Day, 1989, Vassileva & Ignatov, 1996). Danos as células causados por
formas de O; ativado, induzidas pelo estresse, podem também ter ocorrido {Becana & Klucas,
1992, Escuredo, 1996).

Com relagdo & composi¢do de aminoacidos livres totais transportados no xilema,
ocorreu uma queda imediata da GLN nos tratamentos utilizados. Com a permanéncia das
plantas em hidroponia, os baixos teores de GLN foram acompanhados por um acréscimo de
ASP e diminuigio de ASN no tratamento sem N. Na presenca de NQs foi observado um
aumento de ASN e uma redugdo dos teores de ASP, inicialmente aumentados com

transferéncia das plantas para o sistema hidropénico (tabela 8).
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Em nodulos, foi observada uma queda de ASN com a transferéncia das plantas para
hidroponia, tanto na presenga quanto auséncia de NOs', o que associado 4 diminuigio de URE
e ALT, demonstra um decréscimo de assimilagdo de N nesse orgdo (tabela 9, figuras 1 e 2).

Os teores de GLN e de ASN encontrados nas raizes para os tratamentos HN-/HN+
mostraram uma correspondéncia direta as tendéncias observadas no xilema: diminuiciio de
ASN/aumento de ASN e decréscimo de GLN em ambos os tratamentos. Essas observagdes
associadas a queda de ASN nos nddulos em ambos tratamentos, sugerem que o aumento da
ASN deve-se basicamente ao aumento da assimilagio do NQs™ pelas raizes e que a queda em
GLN deve-se basicamente 4 queda de assimilagio de N nos nédulos (tabelas 8, 9 e 10).

Com o replantio, houve uma recuperacio dos teores de GLN na seiva do xilema. Os
mesmos foram acompanhados por uma elevagdo dos teores de ASN e diminuigio gradual de
ASP das plantas submetidas & hidroponia sem N. No entanto, plantas provenientes do
tratamento com NQOj’, apresentaram uma recupera¢do mais lenta dos teores de GLN, os quais
ndo foram correspondentes as variagBes encontradas com relagio a ASN. Foi observada nesse
tratamento uma queda do teor de ASN até o quarto dia. A partir desse ponto, os teores de ASN
se aproximaram do controle (tabela 8). A transicio do teor dessa amida no xilema, sugere uma
deficiéncia momenténea de assimilagdo do N provocada pela restrigio do NOs™ disponivel para
sua sintese ¢ inicio do reestabelecimento do processo de fixacdo de N (tabela 8, figura 3).

Mesmo considerando as variacGes observadas, no que se refere 4 proporcio de ASN
no xilema, o aumento do transporte dessa amida nas plantas provenientes do tratamento com N
e sem N ap0s replantio, sempre esteve associado a uma diminuigio do teor de ASP e aumento
de GLN (tabela 8).

Ao se comparar a elevagio da ASN do tratamento com NQOs™ com o tratamento sem N

apos o replantio, os maiores niveis de ASN encontrados na seiva do xilema desde o inicio da
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Tabela 8. Composicio aminodcidica (mol %) da seiva de xilema de plantas de soja cv.

TAC-17 cultivadas em vermiculita sem N (V N-) e apés transferéncia para hidroponia em
solucio contendo N-NO;™ 15 mM (H N+) e em solucio sem N (H N-) seguidas de

replantio em vermiculita sem N (RV N-)

XILEMA | 0d | 1d | 2d | 3d | 4d [1dR |2dR |3dR [4dR |5dR [6dR |7dR |8dR
VN-1 VN- | VN- | VN- VN-|VN- |[VN- [VN- |[VN- [VN- [VN- |[VN- |V N-
ASP | 625 | 448 | 6,03 | 824 | 9,52 [ 986 | 6,37 | 8,36 | 6,69 | 5,15 | 5,73 | 5,65 | 2.91
GLU | 077 | 065 094|073 | 081 | 0,58 | 0,65 | 0,62 | 0,54 | 039 | 0,51 | 0.40 | 6.70
ASN | 52,96 | 54,45 |52,79 | 51,65 | 50,11 | 39,67 | 44,51 | 49,00 | 46,18 | 43,65 | 39,73 | 40,65 | 40,76
SER | 1,90 | 221 | 1,31 | 2,19 | 2,29 | 430 | 2,26 | 1,59 | 3,64 | 327 | 2,19 | 2.10 | 2.55
GLN 20,93 21,11 | 21,58 | 20,10 | 20,02 | 21,89 | 23,94 | 22,46 | 25,35 | 27,63 | 28,30 | 28,73 | 31,91
ALA | 067 | 079 | 0,68 | 0,57 | 0,62 | 0,94 | 0,84 | 043 | 0,58 | 0,80 | 0,66 | 0.55 | 0,56
GABA | 121 | 1,07 130 | 1,25 135 [ 226 | 259 | 127 | 1,18 | 1,81 | 229 | 1,72 | 1.87
Outros | 1531 15,24 15,37 | 15,27 15,28 | 20,50 | 18,84 | 16,07 | 15,84 | 17,30 | 20,59 | 20,20 | 12,74
1d | 2d | 3d | 4d |1dHN-]|2dHN-|3dHN- |4dHN- | SAHN- | 6dHN- | 7dHN- | SGHN-
HN- | HN- | HN- | HN- |/RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN-
ASP 4332 56,59 | 5940 | 61,51 5831 | 36,71 | 24,82 | 19,02 | 14,53 | 10,08 | 10,00 | 8,65
GLU 12,79 874 | 771 | 6,80 | 246 | 142 | 1,28 | 148 | 059 | 0,69 | 1,05 | 040
ASN 23,68 20,29 | 19,85 | 11,93 | 14,32 | 25,93 | 28,58 | 34,12 | 41,51 | 42,08 | 52.83 | 51,76
SER | 414 1 206 | 201 | 1,74 | 119 | 205 | 257 | 2,19 | 188 | 1,16 | 234 | 1,63
GLN | 511 | 3,17 | 2,19 | 2,15 | 4,58 | 12,81 | 15,66 | 16,50 | 19,91 | 21,92 | 2343 | 2894
ALA | 211 | 1,57 | L19 | 115 | 0,78 | 0,50 | 1,11 | 1,91 | 063 | 049 | 132 | 055
GABA | 275 | 231 | 169 | 168 | 465 | 439 | 342 | 216 | 1,31 | 093 | 059 | 0.90
Outros | 6,10 | 5.27 | 596 | 13,04 | 13,71 | 16,19 | 22,56 | 22,62 | 19.64 | 22,65 | 844 | 7.17
id | 2d | 3d | 4d | 14 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d
HN+ | HN+ | HN+ | HN+ | HN+ | HN+/ | HN+ | HN+/ | HN+/ | HN+ | HN+/ | BN+
RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN-
ASP 120,20 113,68 | 6,38 | 5,10 | 2445 | 36,29 | 25,29 | 24,09 | 21,85 | 17,94 | 15,16 | 7,64
GLU | 401 |19 | 095|081 | 1,39 | 0385 | 1,58 | 148 | 2,17 | 366 | 185 | 028
ASN | 3988 | 61,58 | 66,58 | 72,90 | 54,75 | 33,87 | 31,90 | 32,03 | 36,03 | 40,33 | 3946 | 39,03
SER | 403 | 1,52 | 0,51 | 037 | 080 | 1,06 | 2,33 | 136 | 136 | 231 | 106 | 2,70
GLN | 4,60 | 341 | 2,74 | 221 | 4,40 | 584 | 7,89 | 1232 | 14,54 | 17,86 | 19,39 | 26,91
ALA | 316 | 112 1 027 1025 | 031 | 049 | 0,84 | 122 | 095 | L11 | 092 | 042
GABA | 2,13 | 0,99 | 061 | 032 | 1,72 | 221 | 256 | 3,08 | 1,82 | 142 | 180 | 130
Outros | 21,99 | 15,74 [ 21,96 | 18,04 | 12,18 | 1939 | 27,61 | 24,42 | 1528 | 1537 | 2036 | 21.72

recuperagdo das plantas, em relagio ao baixo teor de GLN, pode ser atribuido a assimilacio do

NOs™ residual encontrado nas raizes e nos nodulos. Isso também pode em parte justificar a

recuperagdo mais lenta da GLN e ureideos nesse tratamento, visto que o fon foi utilizado em

.....
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Em raizes, a elevago do teor de GLN mostrou uma tendéncia similar a detectada no
xilema durante a recuperagio das plantas submetidas ao tratamento sem N, ou seja, um
aumento concomitante de ASN e de GLN. Ja em plantas submetidas ao NO3 a elevacio da
GLN durante a recuperagdo, acompanhou um decréscimo continuo dos teores de ASN mesmo
quando os niveis de GLN se apresentavam proximos ao controle, o que pode ser reflexo de
uma mobilizagdo desta amida frente ao maior efeito do estresse nesse tratamento e adaptagio
exigida com o replantio (tabela 10).

Nos nodulos a recupera¢io da capacidade de assimilagdo do N foi evidenciada pela
elevagdo dos teores de ASN. A recuperagdo se processou de forma mais lenta nas plantas
submetidas ao tratamento com N demonstrando o maior impacto da presenca do NOs™ sobre a
atividade do nddulo (tabela 9).

A proporgiio de ALA transportada no xilema, aumentou com a transferéncia das
plantas para o sistema hidropénico, tendendo a diminuir com o tempo de exposicio aos
tratamentos, sobretudo na presenga de NO;. Em nédulos os valores tenderam a ser mais
elevados durante a permanéncia das plantas em hidroponia e em raizes nio foram observadas
mudangcas substanciais (tabelas 8, 9 e 10).

Com o replantio os niveis de ALA no xilema e nos nodulos, mantiveram-se baixos,
préximos ac controle desde o primeiro dia de transferéncia, sugerindo uma recuperagio
imediata de uma possivel situagio de hipoxia no sistema radicular (Puiatti & Sodek, 1999),
resultante do tratamento com hidroponia (tabelas 8, 9 e 10).

Os niveis de GABA transportados no xilema mostraram um leve aumento com a
transferéncia das plantas para hidroponia no tratamento sem N ¢ diminnicio com o tratamento com

NO;". Emnodulos e raizes os niveis de GABA foram sempre mais altos com a transferéncia

das plantas para a hidroponia (tabelas 8, 9 e 10). O acimulo de ALA e GABA foi associado
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com a deficiéncia de O, por Reggiani e al. (1988) e Reggiani (1999).

Tabela 9. Composicde aminodcidica (mol %) de nédulos de plantas de soja cv, IAC-17
cultivadas em vermiculita sem N (V N-), transferidas para hidroponia por quatro dias
em solucio contendo N-NOs; 15 mM (H N+) e em solucio sem N (H N-} e
posteriormente replantadas em vermiculita sem N (RV N-)

NODULO | 0d | id | 2d | 3d | 4d [1dR 2dR |3dR |4dR 5dR [6dR 7dR | 8dR
VN-! VN-|VN- | VN- | VN- [VN- |VN- {VN- [VN- [VN- [VN- [VN- [VN-

ASP 110,18 111,92 | 12,51 13,73 12,34 | 14,01 | 12,04 | 14,10 | 19,89 | 15,86 | 17,53 | 14,05 | 13.52
GLU 19,57 120,53 15,38 2301|19,27 11,02 | 11,73 | 16,92 | 16,71 | 15,18 | 19,04 | 20,03 | 19,56
ASN 18,00 17,29 117,00 | 1698 | 17,75 | 20,15 | 20,29 | 22,12 | 18,93 | 19,86 | 20,36 | 19,94 | 20,44
SER | 10.38 10,72 | 10.86 | 846 | 829 |11,02|11,59 | 7,98 | 7,41 | 7,58 | 8,56 | 7.45 | 7.33
GLN | 0,93 1 090 088 | 0,79 | 0,76 | 0,48 | 0,31 | 0,46 | 0,34 | 047 | 0,45 | 0,42 | 0,58
ALA 101211015/ 11,20 | 9,70 | 10,83 | 11,31 | 10,14 | 8.09 | 9,76 | 11,53 | 7.12 | 9,88 | 7.20
GABA | 1593 116,11 | 16,69 | 15,14 | 14,68 | 17.63 | 16,03 | 15,85 | 14,39 | 14.45 | 15,58 | 14,97 | 14,03
Qutros | 14,89 | 1238|1548 | 12,19 | 16,08 | 14.38 | 17,87 | 14,48 | 12,57 | 15.07 | 11,36 | 13.26 | 17.36
1d | 2d | 3d | 4d |1dHN-]2dHN-|3dHN- | 4dHN- | 5dHN- | 6dHN- | 7aHN- | SdEN-
HN- | HN- | HN- | HN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN-

ASP 14,77 115,09 1044 | 9,52 | 16,98 | 18,68 | 14,97 | 17,34 | 12,72 | 16,51 | 17,36 | 12,66
GLU 120,18 19,88 21,35 | 19,34 | 17,08 | 10,34 | 20,20 | 16,97 | 1531 | 12,95 | 16,49 | 19,91
ASN | 529 | 4,29 | 336 | 1,99 | 582 | 7,15 | 14,51 | 14,77 | 19,85 | 21,24 | 20,95 | 21,22
SER |1081 1813 | 768 | 730 | 11,12 | 1226 | 854 | 736 | 528 | 722 | 577 | 7.28
GLN | 679 | 0,76 | 0,80 A 0,87 0,34 | 027 | 026 | 039 | 023 | 049 | 031 | 047
ALA 113,94 114,53 113,01 11298 9,80 | 983 | 972 | 907 | 716 | 863 | 10,16 | 10,29
GABA | 214512040 | 19,71 | 1990 | 21,03 | 21,42 | 1948 | 17,26 | 1502 | 14,89 | 14,59 | 15.03
Outres | 12,77 | 16,92 | 23,65 | 28,10 | 17.83 | 20,05 | 12,32 | 16,84 2443 | 18,07 | 14,37 | 13,14
1d | 2d | 3d 4d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d
HN+ | HN+ | HN+ | HN+ | HN+/ | HN+ | HN+ | HN+ | HN+/ | HN+/ | HN+ | BN+/
RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN-

ASP 14,04 |1L,741 9,72 | 428 | 10,06 | 17,29 | 10,77 | 16,61 | 18,45 | 18,87 | 18,09 | 6.88
GLU 2313 |21,87 21,46 | 2560 | 19,18 | 15,62 | 2569 | 22,32 | 16,91 | 14,55 | 19,14 | 15,83
ASN | 338 | 3,06 | 1,36 | 0,79 | 3,02 | 528 | 10,40 | 11,70 | 13,93 | 17.96 | 19,17 | 22,43
SER 1248|945 | 871 | 708 | 760 | 946 | 807 | 731 | 532 | 772 | 756 | 8.08
GLN | 099 | 1,16 | 1,05 | 1,16 | 0,41 | 031 | 6,26 | 031 | 0,45 | 030 | 034 | 0,69
ALA 1011 /1095 12,39 113,01 | 1123 | 1004 | 958 | 953 | 862 | 809 | 897 | 840
GABA 21,73 2038 119,75 119,58 | 20,78 | 19.85 | 17,04 | 15,88 | 15,79 | 1541 | 1529 | 1427
Outres | 14,14 | 21,39 | 25,56 | 28.50 | 27,72 | 22,15 | 18,19 | 1634 | 2053 | 17,1 | 1144 | 23.42

No inicio da recuperacio, a proporgdo de GABA (mol %) do xilema das plantas

mantidas em hidroponia sem N mostrou-se relativamente alta, tendendo a valores préximos ao
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controle no quarto dia de replantio. Nas plantas provenientes do tratamento com N os valores
de GABA foram sempre préximos ao controle. Em raizes e nodulos, os teores de GABA
diminuiram com o replantio, atingindo niveis préximos ao controle no quinto dia de

transferéncia (tabelas 8, 9 ¢ 10).

Tabela 10. Composicdo aminoicidica (mol %) de raizes de plantas noduladas de soja cv.
IAC-17 cultivadas em vermiculita sem N (V N-), transferidas para hidroponia por
quatro dias em solucio contendo N-NOs™ 15 mM (H N+) e em solucio sem N (HN-) e

posteriormente replantadas em vermiculita sem N (RV N-)

RALZ 0d| 1d | 2d | 3d | 4d [1dR {2dR |3dR |4dR |[5dR [6dR [7dR [8dR
VN-| VN-IVN- | VN- [ VN-{VN- {¥N- [VN- |[VN- [VN- [VN- |[VN- [V¥N-

ASP | 12,54 16,51 | 16,06 | 14,90 | 12,01 | 10,75 | 11,89 | 12,36 | 12,94 | 9,87 | 11,83 | 12,13 | 11,05
GLU | 740 | 721 | 7.85 | 885 | 9,18 | 7,00 {1063 | 11,38 |10,72] 7.59 | 7,62 | 9,26 | 10,03
ASN  [19,02]1793 | 18,93 | 18,69 | 19,32 | 17,98 | 18,87 | 19,00 | 17,63 | 18,70 | 20,17 | 21,71 | 19,95
SER | 688 | 735|695 | 782 | 801 | 836 | 6,82 | 6,71 | 6,86 | 7,35 | 7,48 | 6,21 | 7.03
GLN | 702 | 7,35 | 6,88 | 625 | 7,21 | 594 | 597 | 7,28 | 7,02 | 6,51 | 6,26 | 6,58 | 7.31
ALA | 2,78 | 2,19 | 451 | 343 | 439 | 3,55 | 2,50 | 403 | 3,27 | 482 | 445 | 277 | 3.23
GABA | 593 1655|588 | 702 | 677 | 734 | 6,58 | 543 | 6,95 | 7.46 | 7,31 | 5,95 | 544
Outros | 38.43 | 40,91 | 32,94 | 33,04 | 33,11 | 39,08 | 36,74 | 33,61 | 34,61 | 37,70 | 34.88 | 35,39 | 35,96
1d | 2d | 3d | 44 [1dHN-]|2dHN- | 3dHN- | 4dHN- | 5dHN- | 6dHN- | 7dHN- | SdHN-
HN- | HN- | HN- | HN- |/RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN- | /RVN-
ASP [13,55 (16,83 [ 1585 17,12 927 | 6,73 | 10,34 | 14,39 | 11,27 | 10,45 | 9,60 | 10.50
GLU | 920 | 823 | 785|801 | 838 | 1446 | 10,13 | 750 | 7.60 | 746 | 622 | 9,04
ASN | 4,34 | 388 | 2,05 | 191 | 4,78 | 7,89 | 1551 | 16,77 | 21,75 | 23,31 | 23,45 | 24.61
SER | 633|613 602|598 | 732 | 735 | 502 | 433 | 458 | 552 | 563 | 735
GLN | 532|396 | 357|198 | 292 | 287 | 3,01 | 357 | 474 | 597 | 683 | 701
ALA | 542 | 453|488 | 503 | 443 | 342 | 411 | 362 | 281 | 348 | 428 | 228
GABA | 685 | 7.03 | 885 | 935 | 838 | 832 | 952 | 8,10 | 881 | 862 | 867 | 502
Outros | 48,99 | 4941 | 50,93 | 50,62 | 54,52 | 48,96 | 42,36 | 41,72 | 38,44 | 35,19 | 3532 | 34,19

1d 2d 3d 4d 1d 24 3d 4d Sd 6d 7d 8d
HN+ | HN+ | HN+ | HN+ | HN+/ | HN+/ | HN+ | HN+/ | HN+ | HN+/ | HN+/ | HN+/
RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN- | RVN-

ASP |18,67 | 15,97 12,12 10,79 | 12,37 | 16,91 | 11,16 | 12,15 | 10,24 | 11,54 | 9,55 | 9.50
GLU | 881|763 |535|498 | 694 | 1061 | 11,10 | 725 | 655 | 760 | 814 | 12,53
ASN | 14,51 | 20,43 | 22,39 | 33,42 | 33,05 | 28,13 | 26,29 | 26,64 | 23,08 | 22,62 | 18,50 | 19,99
SER | 7.51 | 697 | 496 | 475 | 509 | 529 | 486 | 632 | 455 | 512 | 382 | 594
GLN [359 261 | 172|137 | 1,82 | 289 | 3,76 | 4,15 | 423 | 4,58 4,78 | 506
ALA | 398 | 356 | 503 | 543 | 28 | 247 | 349 | 380 | 466 | 3.69 | 3,68 | 2.66
GABA | 802 | 783 | 801 | 835 | 966 | 818 | 914 | 837 | 798 | 7.02 | 7,35 | 599
Qutros | 34.91 | 35,00 | 40,42 | 30,91 | 28,21 | 31,52 | 30,20 | 31,32 | 38,71 | 38,43 | 44,18 | 3833




A atividade da NADH-GOGAT no nédulo sofreu redugdo linear e intensa com o
tempo de exposigio aos tratamentos de hidroponia, mostrando efeitos mais acentuados na
presenca do NO3™. A queda de atividade foi acompanhada de uma redugio significativa dos
teores de GLN e de ureideos transportados na seiva do xilema (figuras 1 e 4.

A recuperagdo da atividade da NADH-GOGAT foi rapida nas plantas submetidas ao
tratamento de hidroponia sem N e gradual nas plantas provenientes do tratamento de
hidroponia com NOj (figura 4). Nesse caso também, a elevagio da atividade da enzima
mostrou tendéncia semelhante 4 recuperacio do teor de ureideos e de GLN no xilema (figuras
1e4).

A disponibilidade de NH;" fornecida pela fixaciio do N, pode ser uma das principais
causas da atividade da NADH-GOGAT ter acompanhado o nivel de ureideos e de GLN no
xilema. Uma vez que 2 sintese de ureideos depende de GLN e a sintese desta amida depende
do N fixado e de GLU, a atividade da NADH-GOGAT poderia estar relacionada a quantidade
de GLN sintetizada.

Schubert (1986) sugeriu que em leguminosas exportadoras de ureideos como a soja,
deve haver uma competicdo pela GLN disponivel, entre 2 NADH-GOGAT e as enzimas que
requerem GLN na rota biossintética de purinas. Nesse caso, a atividade da NADH-GOGAT
pode exercer um papel chave em regular o fluxo de GLN entre GLU e a biossintese de purinas
(Chen & Cullimore, 1989).

Atkins et al. (1984a) observaram um retorno rapido da exportagdo de solutos
nitrogenados em feijdo-de-corda e tremogo, apés inibigio da fixacdo de N, por incubagio de
nodulos ndo destacados do sistema radicular, em mistura de Ar:0, (80:20; v/v) por trés dias.
Cerca de duas horas apés transferéncia para a atmosfera ambiente, o principal produto de

exportagdo foi GLN, refletindo a estabilidade relativa da atividade da GS frente ao tratamento
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aplicado. Posteriormente, a GLN diminuiu e os produtos de sua assimilagio predominaram na
composicdo de N transportada, o que foi consistente com o aumento da atividade das enzimas
responsaveis pela sintese de ASN em tremogo e pela sintese de ureideos em feijio-de-corda. A
atividade da NADH-GOGAT, severamente reduzida com o tratamento, aumentou para niveis
superiores a0 controle, em nodulos de feijio-de-corda somente apés trés dias de reexposicio ao
nitrogenase, a atividade da NADH-GOGAT permanecia reduzida. Os resultados foram
nterpretados como um efeito de longo alcance da produgdio de amdnia pelos bacterdides sobre
uma grande variedade de enzimas, possivelmente através do controle do “turnover” de
proteinas, mais do que um efeito especifico da aménia, ou de algum produto de sua
assimilagdo, sobre poucas enzimas.

A queda mais acentuada e a recuperagio mais lenta da atividade da NADH-GOGAT
sob o tratamento com N podem estar relacionadas & maior inibigio da fixagio do N; em
relagBo ao tratamento sem N, pois além do efeito da hidroponia sobre a atividade dos nédulos,
causado efeitos deletérios bem maiores em todo o sistema responsivel pela fixacio e
assimilacdo do Ns.

A possibilidade da assimilagio do ion NOjs pelas células da fragio vegetal do noédulo
parece ser pouco provavel, uma vez que a atividade da NADH-GOGAT diminuiu com o tempo
de exposi¢do ao ion. Por outro lado, € possivel que o decréscimo de atividade da enzima tenha
estado relacionado com a queda da nitrogenase, devido a diminuigio de NH, " necessario para
sintese de GLN, substrato da GOGAT. Nesse caso, o efeito do NO; pode ter sido apenas

adicional ao estresse provocado pela hidroponia, pois a queda de GOGAT sob hidroponia N-

foi também acentuada. | :
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Schuller ef al. (1986) registraram um decréscimo de 48 % da atividade da nitrogenase
em nodulos de soja na presenca de NO;™ 10 mM, ap6s dois dias de tratamento. No entanto, a
atividade da nitrogenase em bacterdides isolados e a atividade in vitro da GS e GOGAT
(contrariamente ao observado em nosso experimento), xantina desidrogenase, uricase e
alantoinase nd@o foram influenciadas nesse periodo. Os pesquisadores sugeriram entfio que deve
ser muitc pouco provavel a existéncia de uma inibigio por “feedback” da atividade da
nitrogenase devido a um declinio das enzimas de assimilagio de NH,".

A recuperagio quase que imediata da atividade da NADH-GOGAT submetida ao
tratamento de hidroponia sem N, ndo correspondeu na mesma intensidade, & recuperacio do
nivel de GLN e de ureideos transportados mno xilema. Isso parece indicar que a baixa
quantidade de GLN disponivel para sua atividade nos primeiros dias de recuperacio, ndo tem
uma relagdo direta com a quantidade de proteina enzimatica presente nos nddulos, sob o efeito
dos quatro dias de tratamento. No entanto, somente o estudo da expressdo da enzima nessas
condigdes poderia esclarecer melhor o fendmeno.

O grande aumento da atividade da NADH-GOGAT durante o desenvolvimento de
nodulos de alfafa € correspondente a um aumento da proteina enzimatica ¢ do mRNA
(Gregerson et al., 1993). Esse aumento da expressio parece estar restrito a noédulos capazes de
fixar 0 N2. Em contraste, outras enzimas envolvidas na assimilagdo do N, que tém sua
atividade aumentada no ndédulo com o aumento da fixacio do N, como a aspartato
aminotransferase (AAT), GS, fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) e ASN sintetase (AS),
foram expressas tanto em nodulos efetivos quanto inefetivos, apresentando portanto expressio
independente da atividade da nitrogenase. Por outro lado, um controle pos-transcricio através
da efetividade dos nddulos, mostra estar envolvido na regulagdo da atividade da PEPC, GS e

AAT (Groat & Vance, 1981; Vance & Grant, 1992; Vance ef al., 1994)
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Atividade da NADH-GOGAT
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Figura 4. Atividade da glutamate sintase (NADH-GOGAT) em nédulos (A) e

concentraciio de glutamina (mol %) na seiva do xilema (B) de plantas de soja cv. IAC-17

cultivadas em vermiculita sem N (V N-) e transferidas para hidropenia (H) em solugdes

contendo NO3, 15 mM (N+) e sem N (N-), com posterior replantio em vermiculita

fertilizada com soluciio sem N (RV N-). Barras = E.P. (n=4)
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Trepp et al. (1999) detectaram o actmulo de transcritos de NADH-GOGAT, durante
o desenvolvimento de nédulos de alfafa, em células de nodulos efetivos e nio efetivos em fixar
0 Nz. Observaram que a enzima € codificada por um tnico gene e que Os transcritos se
acumulam principalmente na regifio infectada das células da regifio fixadora de Nz, mas nio
requerem fixagdo ativa de Nj para sua expressdo inicial.

A atividade da GS nos nédulos mostrou valores bem superiores de atividade aos
encontrados para a NADH-GOGAT, cerca de vinte vezes mais, e respondeu
diferenciadamente nos tempos analisados, um e quatro dias de exposicdo aos tratamentos
{figura 5).

Chen & Cullimore (1989) observaram que a atividade da GS foi duas vezes superior
a atividade da NADH-GOGAT na regido central de nodulos de feijio fixando ativamente o
Ni. Ao analisarem a propor¢io de atividade dessas duas enzimas durante a nodula¢io,
sugeriram que as mesmas podem ser coordenadamente reguladas de acordo com o
requerimento de produgio de GLN. Sugeriram também que a atividade da NADH-GOGAT ¢
0 passo limitante da velocidade da assimilagio de aménio, pelo menos em relacio a atividade
da GS, cuja fungdo em nodulos seria de suportar a atividade dessa enzima.

A atividade da GS nos nodulos, tanto sob a presenca de NOy' {(15mM) como na
auséncia de N, ndo foi influenciada com 24 horas de tratamento. Portanto, a reducdo do teor de
GLN no xilema com 24 horas de exposigio aos tratamentos, ndo pode ser atribuida a uma
resposta direta da atividade da GS. Embora a GS apresente atividade dependente do teor de
NH4" proveniente da fixacdio de N,, ¢ possivel que um dia de tratamento ndo tenha
influenciado a quantidade da enzima ou mesmo sua regulacdo. Por outro lado, mesmo
considerando a hipotese de que a diminui¢io do teor de ASN nos nédulos estaria relacionada a

sua degradagdo pela asparaginase (Ireland & Joy, 1990), liberando ASP ¢ NH,', a quantidade
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de substrato liberado nfo foi suficiente para o aumento da atividade da GS (figura 5).

De maneira geral é atribuida a GS uma importincia central no metabolismo do
nédulo, por comstituir o sitio primario de assimilagio de NH," liberado pelos bacterdides
(Cullimore & Bennet, 1988). Por outro lado, foi demonstrado que os transcritos de GS, AAT e
PEPC acumulam-se prontamente em nodulos inefetivos, enquanto que o acimulo de
transcritos de GOGAT permanece ao nivel daqueles encontrados em raizes (Gregerson et al.,
1993; Vance et al., 1994), mostrando que a fixag3o ativa do N, é requerida para a méixima
expressdo da GOGAT (Temple er al,, 1998). De forma que nodulos inefetivos tém ndo
somente um numero reduzido de células que expressam a NADH-GOGAT, mas também uma
menor quantidade de transcritos (Trepp ef al., 1999).

Com ¢ aumento do tempo de exposi¢io aos tratamentos para quatro dias, a atividade
da GS em nodulos apresentou uma reducdo significativa, ndo ocorrendo diferenca de resposta
com relacdo ao ion NOs', apesar de valores um pouco mais baixos terem sido observados
nesse caso (figura 5).

A diminuigio da atividade da GS e NADH-GOGAT nos nodulos do tratamento sem
N, podem coletivamente, justificar os baixos teores de ASN transportados no xilema, visto que
sob deficiéncia de N, a sintese de GLN e GLU, precursores desse aminoacido, encontrava-se
diminuida (figuras 4, 5 e 6 e tabela 8).

A redugdo da atividade da GS e da NADH-GOGAT nos nodulos pode estar em
parte relacionada com os baixos teores de GLN transportados via xilema, visto que a sintese
desse aminoacido em plantas noduladas depende fundamentalmente da quantidade de NH,"
fixada simbioticamente, ¢ nesse caso, a fixagdo de N foi minima, demonstrada pelo baixo teor
de ureideos nos tratamentos com hidroponia, mesmo com um dia de exposi¢io (figuras 1, 4 ¢

5). Nesse caso, poderia haver um “efeito cascata”: a reducdio da fixa¢io limitaria a GS, que por
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consequéncia limitaria a NADH-GOGAT, devido & diminuigdo de GLN. Por outro lado, a
possibilidade da queda de atividade da GS nos nédulos ser resultado da a¢o de radicais livres
gerados nos n6dulos, como resultado dos tratamentos impostos, sobretudo na presenga de
NOs3', niio pode ser descartada.

Foi sugerido que atividade da GS pode ser regulada pela disponibilidade de seu
substrato, influenciando o “turnover” da proteina (Temple ef al., 1996; Ortega ef al., 1999,
Suganuma ef al., 1999) e também pela estabilidade do seu RNA mensageiro {Temple et al ,
1998; Ortega er al., 2001). Nodulos inefetivos de soja apresentaram niveis significativamente
reduzidos de atividade de GS e de polipeptideos GS; (forma citossélica), o que foi atribuido ao
“turnover” da holoproteina na auséncia do substrato, resultante da fixacdo deficiente de N»
(Temple ef al, 1996). Da mesma forma, em ervilha, foram registrados niveis baixos de
polipeptideos e de atividade de GS em nodulos inefetivos sem alteracio significativa do nivel
de mRNA de GS, em comparagio a nodulos efetivos. Apds aplicagfio exogena de NH,"
ocorreu um aumento da atividade da GS e de seus polipeptideos em nodulos inefetivos mas
pouco aumentou o nivel de mRNA (Suganuma ef af., 1999).

Ortega ef al. (1996) sugeriram que a GS estad sempre presente nas plantas, com a
finalidade de metabolizar qualquer aménia que possa ser produzida, evitando que essa se
acumule em niveis toxicos. No entanto, o processo de “turnover” da GS ¢ continuo: quando o
substrato € limitante, o “turnover” da enzima & iniciado. Quando o substrato esta disponivel, a
enzima ¢ estabilizada, evitando sua degradagdo. A queda da GS nos nodulos pode, por esse
ponto de vista, ter estado relacionada com um maior “turnover” da énzima, uma vez que a
fixagdo do N, esteve deficiente, proporcionando pouco NH," para estabilizacio da molécula
de GS.

Ortega ef al. (2001), observando a superexpressio do gene que codifica a GS,,
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introduzido em alfafa, propuseram um modelo mais amplo de regulagio da GS, por meio de
multiplas etapas. A primeira seria ao nivel de transcrigdo, a qual ndo estd esclarecida. A
segunda etapa esta relacionada a estabilidade do transcrito, a qual pode ser controlada pela
razdo GLN/GLU, razio ATP/ADP ou balango redox. Na presenca de N em excesso, 0s
esqueletos carbOnicos ¢ ATP se torpam limitados, que por sua vez, tém um controle de
“feedback” negativo sobre o transcrito de GS. O terceiro nivel de regulagio se refere a
estabilidade da enzima e envolveria a inativagio da GS por radicais de oxigénio gerados por
reagdes de Oxido-redugdo, particularmente sob condigdes de excesso de esqueletos carbOnicos
ou limitagdo de substratos nitrogenados.

Alcantar-Gonzales ef al. (1990) estudando o efette do NOs™ sobre a atividade da GS,
reducdo do acetileno (ARA) e redutase do NOj™ do bacterdide e da planta, em nddulos de soja
cultivadas sob baixa concentragiio de NG5 (20 pM), inoculadas com duas estirpes diferentes e
transferidas para hidroponia durante quatro dias na presenga de NOs;” 5 mM, em contato
apenas com ¢ sistema radicular (n6dulos na camada superior, fora da solugdo), obtiveram
resultados diferentes dos obtidos nesse experimento. Em uma das associagSes observou-se
uma elevagdo da GS nos nddulos, como resuitado do aumento da assimilagio do NOg“'pela
redutase do NO3" do tecido. Esse aumento processou-se apoOs assimilagio do NOj; pela
redutase do NO; do bacterdide e conseqiiente queda do ARA. Em outra associagio, com
estirpe diferente, esses efeitos ndo foram evidenciados. Portanto, o sistema simbiotico parece
também influenciar nas respostas da assimilacdo primaria do N frente ao estresse. Por outro
lado, Becana ef al. (1984) observaram que a aplicagio de NOy (0 a 200 mM) em plantas
noduladas de alfafa durante uma semana, causou um decréscimo da atividade da NADH-
GOGAT nos nodulos, em paralelo com a queda da nitrogenase, com o aumento das doses.

Em contraste, a atividade da GS diminuiu com concentra¢des de NOy entre 0 e 20 mM, o
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Figura 5, Atividade da glutamina sintetase (GS) em nédules de soja cv. IAC-17,
cultivada em vermiculita sem N (V N-) ¢ transferida para hidroponia em estidio R2, na
presenca de NO; 15 mM (H N+) ¢ auséncia de N (H N-), durante um dia (A) e quatro

dias (B) de exposicio aos tratamentos . Letras mingsculas diferentes significam diferencas estatisticas

entre os tratamentos, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade. Barras = E.P. {n=4).
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que foi condizente com o decréscime do NHy" formado pela nitrogenase, mas concentragdes
acima de 20 mM estimularam grandemente as atividades da GS e da glutamato desidrogenase
(NADH-GDH), o que foi atribuido a uma senescéncia rapida induzida nos nddulos, producio
de NH,4" via redugiio de NOj e desaminacio de aminoacidos.

O processo de reducio de NOj5™ dentro do nédulo, ocorrendo no  citossol da célula
vegetal e/ou no bacterdide pode gerar competigio por energia com o processo de fixacio de
N; dentro do nddulo, limitando carboidratos para o funcionamento do bacterdide e em
conseqiiéncia inibir a fixagdo de N,. A incorporagio de NH," no esqueleto carbdnico,
catalisada pelo par GS/GOGAT dentro do nédulo, consome um oxaloacetato, um NADPH e
um ATP. O consumo de substratos de C e de poder redutor no metabolismo de NOs™ pode,
portanto, competir com o suprimento de energia para os bacteroides (Drevon ef al., 1988a).

Atkins ef al. (1984a) ao provocar a interrrupgdo da sintese de NH, em nodulos
intactos de fefjio-de-corda ¢ tremoco, por tempo superior a trés dias, por exposicio a
atmosferas de Ar:O; (80:20; v/v) observaram uma redugio severa da sintese e exportagio dos
principais solutos nitrogenados produzidos pelas duas simbioses {ureideos em feijfio-de-corda
e amidas em tremogo). A GS e nitrogenase (ARA} ndo sofreram grandes reducdes em suas
atividades, porém as atividades das enzimas que utilizam GLN, como NADH-GOGAT em
ambas as espécies, ASN sintetase em tremogo e sintese de novo de purinas, em feijio-de-
corda, diminuiram drasticamente, o que reforga os resultados obtidos com GS e GOGAT em
nosso trabalho.

As atividades da GS e da NADH-GOGAT em raizes do controle foram muito
inferiores as encontradas em nodulos, 100 vezes e entre 10 e 12 vezes menores, para a GS ¢
NADH-GOGAT, respectivamente. A atividade da GS em relacio 3 NADH-GOGAT em raizes

foi de aproximadamente duas vezes. Apesar de grandes, as diferencas de atividades dessas
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Figura 6. Atividade da glutamina sintetase (GS) e da glutamato sintase (NADH-GOGAT)
em raizes de soja de soja ¢v. JAC-17, cultivada em vermiculita sem N (V N-) e transferida
para hidroponia em estidio R2, na presenca de NOs™ 15 mM (N+) e auséncia de N (N-),

durante um e quatro dias de exposicio aos tratamentos (DAT). Letras minisculas diferentes
significam diferencas sslatisticas entre os tratamentos, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
Barras = E.P. (n=4).
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enzimas em raizes e nodulos, devem ser reflexo da fungdo fisiologica de cada orgdo na
assimila¢do do N fixado (figuras 4, 5 e 6).

Em alfafa (Egli ef al., 1989) e em feijao (Chen & Cullimore, 1988; 1989) a atividade
da NADH-GOGAT ¢ baixa ou nfio detectivel em raizes e tem um grande aumento durante o
desenvolvimento de nddulos efetivos. Em feijio os valores de atividade foram 27 vezes
menores nas raizes do que em nédulos e a atividade foi atribuida a uma Unica forma da enzima
- NADH-GOGAT I - diferente do observado em nodulos que possui duas isoformas - NADH-
GOGAT I e II. A maior parte da atividade da GOGAT em nodulos foi atribuida 4 segunda
isoforma da enzima.

De forma inversa ao observado em nddulos, a transferéncia das plantas para
hidroponia com NOs, causou um aumento significativo das atividades de GS ¢ NADH-
GOGAT em raizes, ndo havendo influéncia do tratamento sem N. Ao ter sido aumentado o
tempo de tratamentos para quatro dias, ocorreu uma intensificagdo desse efeito (figura 6). Os
valores de atividade foram superiores a duas e trés vezes o controle, para GS e NADH-
GOGAT, respectivamente, 0 que suporta os aumentos de ASN observados nas raizes e na
seiva do xilema, nesses tratamentos (tabelas 8 e 10). Na auséncia de N ndo ocorreu nenhuma
mudanga expressiva de atividade de ambas enzimas com o aumento do tempo de tratamento
(figura 6). Portanto o aumento em ASN no xilema pode ser atribuido & assimilagio do NOs
nas raizes.

Ortega ef al. (1999) registraram um aurnento de trés vezes na atividade da GS e nivel
de polipeptideos da enzima em raizes de plantas tratadas com NH;NO;, durante quatro dias.
No entanto, ndo foi observado um aumento significativo correspondente no nivel de
transcritos de GS com esse tratamento, sugerindo-se no entanto, um controle traducional ou

pbs-traducional dos niveis de GS. Atribuiu-se a maior atividade da GS a estabilidade da
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holoenzima, pelo substrato GLU, cuja formacgio foi induzida pela assimilagio do N-
combinado, impedindo-a portanto, de sofrer modificacio oxidativa, primeiro passo do
“turnover” da molécula. Aqueles pesquisadores sugeriram que na presenca do substrato, o sitio
ativo da enzima ¢ menos acessivel 4 modificagio oxidativa ou a producdio de radicais de

oxigénio é aumentada sob condicGes de baixa disponibilidade de N.

4.4. Inundacio de soja nodulada: efeito de diferentes tempos de inundaciio e supressio
dos tratamentos sobre a recuperacio da composigiio nitrogenada transportada ne xilema

Uma vez caracterizados a composi¢io nitrogenada da seiva do xilema de s0ja
nodulada e os efeitos ocorridos sob o tratamento de hidroponia com aeragdo, onde os teores de
02 néo atingiram valores hipoxicos, para os processos respiratorios das raizes, buscou-se com
esse experimento, a influéncia da inundacdo sem aeragio em diferentes tempos, sobre o
transporte de N na seiva do xilema. Associados aos tratamentos de inundaggo, foram avaliados
os'tempos de recuperagdo aos tratamentos empregados. Os resultados estio apresentados na
tabela 11.

Os URE e a GLN sofreram redugdes a mniveis minimos e equivalentes,
independentemente do tempo de inundagfo do sistema radicular: 5 horas, 1 ¢ 4 dias. Houve
uma redugao do ASP, ao contrério do que foi observade com a transferéncia das plantas para
hidroponia, em todos os tempos de alagamento e um decréscimo em ASN que se acentuou
com o tempo de tratamento. As propor¢des de ALA, de GABA e de SER aumentaram com os
tratamentos, sendo que ALA e SER diminuiram um pouco no quarto dia de inundagjo,
provavelmente como inicio de uma resposta adaptativa da planta ao estresse (tabela 11).

Com a supressdo dos tratamentos, ocorreu uma elevagio dos niveis de URE, de

GLN e de ASN com o aumento do tempo de recuperacio. A elevacio da GLN mostrou um
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acréscimo semethante durante os perfodos de recuperacio, de forma independente dos tempos
de inundagio utilizados. O incremento da proporgio de GLN transportada no xilema
acompanhou a elevagio de ASN durante a recuperagio do alagamento de menor tempo (5
horas). Com o aumento do tempo de inundacio, os niveis de recuperacdo de ASN
acompanharam mais lentamente a elevagdo de GLN, sendo que para o tratamento com quatro
dias de inundag&o ndo ocorreu a recuperagiio dos niveis de ASN. No entanto foi observado aos
10 dias de recuperagdo, uma composicio amincacidica bastante proxima ao controle. O
ASP apresentou um aumento abrupto quando o tratamento com inundacdo foi suprimido,
efeito comum a todos os tempos de inunda¢io. Com o aumento dos tempos de recuperagio,
ocorreu um decréscimo da proporgio desse aminoacido transportado no xilema (tabela 11).

Os resultados obtidos com tratamentos de inundaciio do sistema radicular de
diferentes espécies de leguminosas (Minchin ez al., 1978; Pugh, ef al., 1995; Puiatti & Sodek,
1999) sobre a mibicdo da fixagdo simbidtica do N, e recuperacdo apds supressio dos
tratamentos, parecem demonstrar que a intensidade de inibicio e de recuperagdo sdo
dependentes do tempo de tratamento e da espécie, envolvendo diferentes respostas
adaptativas.

Os niveis de ALA diminuiram bruscamente j4 no primeiro dia de recuperacio,
atingindo niveis iguais ao do controle para 5 e 24 h de inundagio. Nas plantas submetidas a
quatro dias de inundagao, esse decréscimo se processou de forma menos rapida.

Com relagio ao GABA, ocorreu uma reducio imediata de seus niveis no xilema ja no
primeiro dia de recuperagio para 5 horas de inundagdo. Nos tempos superiores de inundagio
foram observados niveis equivalentes aos do controle apenas aos quatro dias de recuperagio.
Os niveis de SER reduziram bruscamente logo no primeiro dia de recuperaciio para 5 e 24

horas de inundagdo. Para quatro dias de alagamento, essa redugdo foi mais lenta (tabela 11).
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Os decréscimos rapidos de GLN conjuntamente com URE, mais uma vez sugerem
ser essa amida uma indicadora confiavel da fixagio de N, assim como URE. A Tecuperacao
de ambos com o retorno das condigdes originais, de forma mais ripida que os demais
aminoacidos, reforga a hipdtese de ambos compostos serem sinalizadores do aumento da
fixagio de N;, embora nesse caso, os teores de URE aparentemente tenham apresentado uma
elevagfio um pouco mais rapida que GLN.

Os aumentos de ALA e de GABA foram relativamente rapidos com a inundacio do
sistema radicular, sugerindo que uma condigdo de hipoxia foi rapidamente atingida apés o
alagamento do sistema radicular e intensificada com o tempo de tratamento.

Uma vez que o alagamento causa uma grande diminui¢io da disponibilidade de O,
a0 sistema radicular, visto que a difusdo do O, é cem vezes mais lenta na 4gua do que no ar
(Thomson & Geenway, 1991), € provavel que uma condigio de hipoxia tenha atingido
rapidamente ndo apenas os nodulos, mas também as raizes, devido ao fato de ndio existir
aeracio e portanto, disponibilidade adequada de O as raizes.

Guash ef al. (2001) verificando o efeito de diferentes concentragdes de O, sobre a
atividade da nitrogenase em noédulos de tremogo, atribuiram a concentracdo interna de O, no
nédulo como sendo o fator limitante & fixagdo de N e que os nodulos podem manter sua
atividade se as condiges hipoxicas nfo forem muito prolongadas. Apos trés dias sob Q. a1 %
as plantas recuperaram somente 30 % da atividade da nitrogenase das plantas controles, apesar
do contetdo dos dois componentes da nitrogenase ser equivalente. Com dez dias de tratamento
os efeitos foram irreversfveis. Por outro lado, os resultados desse experimento sugerem uma
recuperagio total da atividade da nitrogenase, mesmo nas plantas submetidas a quatro dias de
inundagéo.

Serraj et al. {1998) observaram um grande aumento de GABA transportado no
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xilema de plantas de soja submetidas a estresse por déficit hidrico e hipoxia, em relagdo aos
demais aminodcidos. Essas mudangas no estiveram associadas a mudancas da atividade da
glutamato descarboxilase (GAD) no citossol de células do nédulo ou bacterdides. Os dados
njo permitiram associar o decréscimo da permeabilidade a0 O, ¢ uma conseqliente privagio
de O para o interior dos nodulos que pudesse estimular a atividade da GAD jn Vitro, ao
acumulo de GABA. No entanto, os autores sugeriram um possivel efeito do estresse por
hipoxia ou seca sobre a atividade in vivo da GAD.

Puiatti & Sodek (1999) observaram que a transferéncia de soja nodulada para cultivo
hidropbnico sem aeragdo, ou inundagio de plantas cultivadas em vermiculita, conduziram a
um aumento, no xilema, da proporgio de ALA e, em menor extensio de SER, as expensas de
ASN. O ASP foi sugerido como a fonte de N para a formagdio de ALA. Esses efeitos se
mostraram reversiveis quando as plantas voltaram as condicdes iniciais, de forma que as
concentragdes desses aminoacidos estiveram associados com o estresse por 0. O aumento de
ALA no xilema, nessas condigdes, mostrou ser resultado de alteragOes metabélicas do sistema
radicular, sobretudo nas raizes e em menor escala nos nédulos. Reggiani ef al. (1988)
também sugeriram ASP e amidas como fontes de N para o acamulo de ALA e GABA em
raizes de arroz sob anoxia. Nesse caso, haveria uma interconversdo, com a conseqiiente
liberagdo de NH4", que pode ser reassimilado pelo sistema GS/GOGAT (Vanlerberghe et al.,
1990; Reggiani ef al., 2000) e GLU desidrogenase, ativada sob hipoxia (Fan er al., 1997).
Como nesse experimento a fonte de assimilacio de N nas plantas foi oriunda exclusivamente
da fixa¢do simbidtica, e a atividade da nitrogenase estava limitada, o decréscimo do transporte
de ASN no xilema esteve relacionado & diminuiciio de sua sintese, aliado & sua utilizacdo
como fonte de N e C para as novas condi¢des impostas.

A diminuicio de ASP, conjuntamente com os acréscimos de ALA e GABA pode
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indicar a sua participa¢io indireta na sintese desses aminoacidos, através de GLU (Streeter &
Thompson, 1972 a,b; Roberts ef af., 1992), uma vez que, pelo menos em raizes de soja (Souza,
2001), & semelhanga de cevada (Good & Crosby, 1989), a enzima alanina aminotransferase
ndo aceitou ASP como doador do grupo NH, Nio se pode descartar, no entanto, a
contribuicdo do nodulo & proporgio de ALA transportada no xilema e nesse caso, a
possibilidade de um metabolismo diferenciado com relago a esse aminoacido.

As principais interconversdes entre os aminoéacidos livres em raizes deficientes em
0,, foram esclarecidas por meio de estudos metabolicos e enzimaticos, e atribuidas a um
ajuste do metabolismo para regular o pH celular (Fan ef a/, 1988; Reggiani er al., 1988;
Crawford ef al., 1994; Fan et al., 1997, Edwards et al., 1998). Dessa forma, a ALA e o0 GABA
s&0 derivados de GLU, sendo o GABA por a-descarboxilagio e a ALA por transaminaciio

com o PYR, numa reagio catalisada pela enzima alanina aminotransferase (Good & Crosby,

1989).

4.5. Efeito do alagamento do sistema radicular de plantas de soja nodulada na presenca e
auséncia de aeracfio sob o transporte de glutamina e de ureideos

Conforme foi observado nos experimentos anteriores envolvendo transferéncia das
plantas de soja para hidroponia em combinago com a excisdo de nodulos (itens 3.2 ¢ 3.3) e
experimentos envolvendo inundagio de soja (item 3.4), ocorreu uma queda consideravelmente
rapida de ureideos e de GLN em relagio 4 ASN. Buscou-se, com base nessa observago, uma
investigag@o mais detalhada sobre os efeitos de curtos periodos de estresse na assimilaggo de
soja fixando plenamente o Ny, de forma a se averiguar uma possivel relagio entre os ureideos,
considerados produtos especificos da fixagdo de N; e os teores de GLN, segundo aminoacido

em maior propor¢do no xilema de soja e de grande parte de leguminosas transportadoras de
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ureideos.

Os resultados do experimento em que se procedeu & transferéncia das plantas
noduladas, cuitivadas em vermiculita sem N, para solugio em hidroponia sem N como forma
de simular o efeito do alagamento sem indugio de hipoxia, estdo apresentados na figura 7 e
tabela 12. Ocorreu uma queda rapida da proporgiio de GLN {mol %) no xilema, logo nas
primeiras horas apds a transferéncia das plantas. Apos 8 horas, esses valores foram inferiores a
50 % do controle, chegando a cerca de 80 % de inibicio com 18 h de tratamento. ApoOs esse
periodo, as redugdes continuaram, porém de forma menos intensa. Os decréscimos em GLN
acompanharam a queda de ureideos, sugerindo que a GLN assim como os ureideos, € produto
especifico da fixagdo simbidtica de N,, de forma que seus niveis refletem a atividade
metabolica do ndédulo. Essa consideragio pode ser salientada pelo fato de que alteracdes
substanciais no teor de ASN - principal amida transportada no xilema em soja — iniciaram-se
apenas com 18 horas de transferéncia, momento em que os niveis de GLN e ureideos estavam
muito baixos. E possivel que seja necessario 0 consumo quase que completo de ureideos e de
GLN para que se processe o esgotamento de forma substancial do “pool” de ASN, ja que a
sintese desse aminodcido depende de GLN (Fujihara & Yamaguchi, 1980). A ASN ¢
produzida pela enzima asparagina sintetase (AS; EC 6.3.5.4), que transfere o grupo amida da
GLN para o ASP, com hidrolise simultinea de ATP em AMP e PPi (Lea & Ireland, 1999).

A GLN, apesar de estar sempre presente em exsudatos de xilema de plantas
noduladas, ndo € o principal produto da fixacio de N, exportado dos nddulos, e sim os
derivados de seu metabolismo, ASN e ureideos, alantoina e acido alantdico (Atkins, 1987). No
entanto, niveis relativamente altos desse aminoacido caracterizam plantas de soja fixando o N,
plenamente (Puiatti & Sodek, 1999; confirmado pelos resultados deste trabalho). Plantas de

feijdo-de-corda cujos nodulos foram tratados com alopurinol, inibidor da sintese de ureideos,
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mostraram um grande decréscimo de URE e de GLN transportados no xilema. O teor dos
demais aminoacidos nfo foi influenciado. A atividade da nitrogenase diminuiu
concomitantemente, mostrando no entanto, recuperagdo em tratamentos com elevagio da

concentragdo de O; (Atkins er al., 1988a).
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Figura 7. Efeito da transferéncia de plantas noduladas de soja cv. JAC-17 para sistema
hidropdnico (H} sobre a glutamina (GLN) (mol%) e ureideos totais (URE) (% do
controle) transportades na seiva do xilema. As plantas foram cultivadas em vermiculita (V)

na auséncia de N e transferidas em estadio R2 para hidroponia sem N.
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Tabela 12. Composiclio de aminoacidos (mol%) em seiva de xilema de plantas noduladas

de soja cultivar TAC-17, em estidio R2, cultivadas em vermiculita sem N e transferidas

para sistema hidropdnico com soluciio Hoagland sem nitrogénio

Vermiculita (Controle)

8h Zh 4h Sh 14 bk i8h 24h 48 h
ASP 5,94 5,29 6,99 5,60 5,47 5,30 5,18 592
GLU 0,58 0,82 0,92 0,79 0,80 0,78 1,04 0,47
ASN 54,77 52,65 51,86 53,00 54,27 53,15 55,43 50,21
SER 3,52 2,28 1,94 2,03 2,21 1,78 2,11 2,05
GLN 21 20,15 19,88 21,00 22,60 22,50 20,52 21,86
ALA 0,30 0,38 0,47 0,38 0,40 0,38 0,64 0,30
GABA 0,99 1,34 1,47 1,40 1,35 1,22 1,74 1,33
Outros 12,9 17,09 16,47 15,8 13,5 14,89 13,34 17,86
Vermiculita — Hidroponia
2h 4h 8h 14h 18 h 24 h 48 b
ASP 8,26 9,75 10,57 13,22 35,16 55,03 59,72
GLU 1,91 2,02 2,07 2,89 3,44 3,43 4,23
ASN 58,75 60,56 64,43 59,74 39,42 24,96 17,91
SER 3,27 3,22 3,02 2,80 2,79 1,28 1,54
GLN 11,85 11,25 9,58 8,54 4,68 3,54 3,40
ALA 1,43 1,31 1,51 1,27 1,60 0,60 0,75
GABA 2,60 2,09 1,61 1,17 1,47 1,00 1,79
Outros 11,93 9,8 7,21 10,37 11,44 10,16 10,66

Os niveis de saturagio de O, presentes na solugio hidropénica apresentaram valores

médios de 84 %, suficientes para suprir a demanda de O, pelo sistema radicular. No entanto, a

queda de fixagdo de Ny, demonstra que a aeraciio ndo foi suficiente para impedir a inibigio da

nitrogenase. Isso possivelmente ocorreu em vista da difusdo diminuida do O, em meio aquoso,

que associada a presenca da barreira de difus3o ao O, presente nos nédulos, deve ter agravado

a disponibilidade de O, a0 bacterdide.

Apos detectada em outro experimento, a queda relativamente rapida de GLN e de

URE, em sistema hidropénico, o fendmeno foi verificado numa condigdo de alagamento sem

aeragdo em tempos bastante curtos (minutos). Levando-se em consideracio a hipétese de que
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nas primeiras horas de tratamento haveria disponibilidade de O, num nivel que ndo
caracterizava situagdo de hipoxia, a falta de aeragdo poderia dificultar ainda mais a difusdo do
O; presente na solugdo para o interior dos nodulos, em relagio 4 hidroponia. A auséncia de
manipulagdo das plantas nesse sistema, existente no processo de transferéncia das plantas para
hidroponia, isentaria a divida de ser esse procedimento um fator de interferéncia nos dados
observados no experimento anterior.

Os resultados referentes aos teores de GLN e de ureideos ¢ da composigio
aminoacidica da seiva do xilema de plantas de soja nodulada submetidas 4 inundagdio estdo
representados na figura 8 e tabela 13, respectivamente.

A queda na proporgio de GLN e no teor de ureideos totais transportados na seiva do
xilema foram iniciadas poucos minutos apés a aplicagio da inundagdo, sugerindo uma
interferéncia imediata do tratamento sobre a fixagio do N,.

Dez minutos apos o inicio da inundagdo, a GLN sofreu uma reducio préxima a 40 %.
Em torno de 30 min de tratamento a inibi¢Ao do transporte de GLN oscilou entre 70 e 90 %,
variando em fungiic do tempo em que as plantas foram seccionadas para se iniciar a coleta.
Apos esse periodo, os teores de GLN continuaram decrescendo com o tempo de  inundacio,
atingindo niveis proximos a 2 % (mol %) com 60 min de tratamento, ou mesmo valores mais
baixos em tempos maiores (figura 8 € tabela 13).

Em todos os tempos de inundagio foi observada uma queda abrupta do teor de URE
transportados na seiva do xilema. Com tendéncia analoga & queda da GLN, o decréscimo
iniciou-se imediatamente apos a inundagfo das plantas, atingindo uma inibicio de 40 % ja aos
10 min de inundagdo e 70 % aos 30 min. Em uma hora de tratamento a inibi¢do do transporte
de URE chegou a aproximadamente 90 %, atingindo praticamente 100 % com quatro horas de

inundagdo, maior tempo verificado (figura 8).
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Figura 8. Efeito da inundacie de plantas de soja ev. IAC-17, em estadio R2, sobre a
glutamina (GLN) (mol%) e os ureideos (URE}) (% do contrele) transportados no xilema.
As plantas foram seccionadas e iniciadas as coletas de seiva, nos tempos zero (A), 30 (B) e 60
(C) min apés a imundagdio. A coleta foi fracionada em lotes sucessivos de 50 uL
correspondentes aos tempos indicados. Em (D) os valores sdo provenientes do volume total
coletado durante uma hora, iniciada nos tempos indicados. I= plantas inundadas e C= plantas

nao inundadas.
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A coleta de seiva foi realizada individualmente em cada uma das trés plantas de um
mesmo vaso, em intervalos de 30 min entre uma planta e outra, de forma que num tempo total
de duas horas de coleta por vaso 1 hora correspondesse a um periodo comum de coleta entre
as trés plantas. Esse procedimento foi realizado tanto para plantas inundadas, como para
plantas do controle e, teve por objetivo, verificar uma possivel interferéncia entre plantas de
um mesmo vaso nos resultados obtidos. Conforme mostram os resultados na figura 8, isso nfo
influenciou a queda de ureideos e de GLN, mostrando inclusive, valores préximos entre o
tempo de coleta e a proporgio desses metabélitos para as diferentes plantas. No entanto, foram
observados na coleta iniciada com tempo de 30 min de inundaciio, valores mais baixos de
GLN e de ureideos em relagfio a plantas em que se iniciou a coleta ja a partir do inicio do
tratamento. Isso possivelmente deve ter ocorrido em funcio do fluxo mais rapido de seiva
transportada via xilema dessas plantas, quando comparado aquelas que tiveram suas partes
aéreas cortadas no inicio do tratamento, onde o fluxo foi diminuindo.

Apesar dos efeitos intensos dos tratamentos com hidroponia e com inundag3o sobre o
transporte de URE ¢ de GLN no xilema, foi constatada uma diminui¢io bem rapida e em
maior grau desses compostos nas plantas inundadas. A aeragdo no sistema hidropénico parece
ter aliviado pelo menos durante certo periodo, o efeito do aumento da resisténcia & difusio do
O, para o interior dos nédulos em meio aquoso, de forma que niveis relativamente mais altos
de GLN e de URE foram observados como resultado desse experimento e também uma
resposta de inibicdo bem menos rapida (figuras 7 e 8).

O fato da queda de GLN e de URE transportados no xilema terem sido detectados
logo apos a inundagdo do sistema radicular, sugere que o tratamento interferiu rapidamente
sobre a barreira de difusdo de O, inibindo a nitrogenase, e portanto a sintese de NH,", fonte

de N para sintese desses compostos.
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A resposta simultinea entre a queda de ureideos e de GLN sugere a inibicio de uma
conversdo rapida e sincronizada entre a GLN sintetizada no citoplasma e as varias outras
etapas de sintese de ureideos processadas entre os diferentes tipos de células do néddulo e
compartimentos subcelulares, que envolvem a biossintese de ureideos nos nédulos.

Nesse processo de inibigdo, o baixo suprimento de O para os nodulos possivelmente
exerceu papel crucial em dois processos metabolicos importantes: inibindo a atividade da
nitrogenase, diminuindo assim o NH,~ disponivel para sintese de GLN & conseqiientemente de
ureideos e também, limitando uma das etapas finais para a producio de ureideos, a sintese de
alantoina, no peroxissomo de células ndo infectadas, a qual é dependente de O, (Rainbird &
Atkins, 1981; Lucas, ef al. 1983).

A rota de sintese de ureideos envolve a assimilagio de NH.", produzida pela
nitrogenase, para formar GLN e outros aminodcidos (GLU, ASP e GLY) nas células
infectadas. Estes s3o utilizados pela sintese de novo de nucleotideos para formar bases
purinicas (xantina e hipoxantina) (Atkins, 1991). A xantina desidrogenase dependente de
NAD’, também presente nas células infectadas, oxida as bases em acido trico, porém a reagio
seguinte, oxidacio de acido drico a alantoina pela uricase, ocorre em células nio infectadas e
requer Oz (Shelp ef al | 1983; Atkins ef al., 1997). Apesar da uricase ser altamente expressa,
compreendendo 1-2 % da proteina solivel dos nodulos (Sanchez et al, 1987) ¢ estar
concentrada em microcorpos alargados de células nio infectadas da zona central do nédulo
(Newcomb & Tandon, 1981), a sintese de alantoina seria negligenciivel se os niveis de pO, da
ordem daqueles mantidos em células infectadas, também ocorressem em células nfo
infectadas. Em nodulos de Vigna sinensis o Km (0,) da uricase é cerca de 30.000 nM em
solugdo aquosa (Rainbird & Atkins, 1981), valor que € cerca de 1000 vezes a concentragio de

O; livre que mantem as taxas méaximas de fixagio de N; sustentadas nas células infectadas

99



adjacentes (10 a 60 nM em solugio) (Kuzma et al., 1993).

A difusdo baixa de O, em meio aquoso, faz com que tecidos circundados por agua,
como de raizes em solos alagados, estejam sob hipoxia (Ricard ef al., 1994). Em hidroponia,
mesmo com borbulhamento constante de ar, é provavel que grande parte da superficie do
sistema radicular- raizes € nodulos — esteja envolta por uma pelicula de dgua, o que segundo
0s autores, caracterizaria a hipoxia nesses tecidos. Nessa base, o sistema radicular das plantas
inundadas, desenvolveriam bem mais rapidamente os sintomas de tecidos sob deficiéncia de
Oz, em funcdo do maior contato do sistema radicular com a superficie aquosa, o que
justificaria a maior rapidez e intensidade dos efeitos nesse tratamento.

Thumfort ef al. (1999) simularam um modelo para a difusio e reacdo do O, nos
nddulos de leguminosas com base nas células infectadas com rizobio e células adjacentes, nio
infectadas. O modelo prevé uma distribuigdo compartimentalizada e distinta da [O2] entre as
células infectadas e ndo infectadas. Altas concentragdes de O estariam presentes nas células
ndo infectadas, sendo consistentes com o requerimento necessario para a operagdo eficiente da
uricase e sintese de ureideos, e baixas concentracdes de O, ao longo da maioria das células
infectadas, fornecendo um ambiente adequado para a fixacio de N, Essa
compartimentalizacdo do O, considera um fluxo de O, significativo entre os dois tipos de
células e que deve haver uma resisténcia significativa & difusio de O, através da interface
célula:célula, devido a plasmalema e paredes celulares.

Por outro lado, apesar da alta afinidade da citocromo-oxidase do bacterdide pelo O,
(Vance & Heichel, 1991) ¢ da difusdo do O, ser facilitada pela leg-hemogiobina (Appleby,
1984; Vance & Heichel, 1991), o O, parece ser limitante mesmo sob condices ambientes (21
%) para a atividade da nitrogenase em nédulos de soja (Drevon et al., 1988b; Hunt ez al.,

1989), uma vez que nessas condigbes a fixag3o de N, ¢ aumentada pela elevagio da pO,
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(Hunt ef al., 1989). Foi verificado também o processo de fermenta¢io em noédulos, mesmo em
presenca de O, no ambiente externo (Tajima & Larue, 1982; Heckman & Drevon, 1987). Em
hidroponia e sobretudo nos tratamentos sob inundagfio, esses efeitos seriam grandemente
intensificados, uma vez que a velocidade de difusdio do O, é cerca de 100 vezes menor em
agua do que em ar (Thomson & Greeway, 1991).

Apesar de ASN ser o aminoacido transportado em maior proporciio no xilema,
dependendo também da sintese de GLN, ele praticamente nfio se alterou frente aos diferentes
tempos de tratamento, possivelmente devido ao tamanhe do “pool” encontrado nos nédulos.
Apenas nas plantas submetidas & inunda¢fio foi observado o inicio de um decréscimo com
duas 2 horas de exposi¢io (tabelas 12 e 13). Uma diminuigio mais expressiva certamente
requer um maior tempo de tratamento, sobretudo nos tratamentos com hidropoia, conforme
observado nos experimentos anteriores {itens 3.2,3.3 e 3.4).

Quando as plantas foram inundadas, ALA e GABA aumentaram gradualmente com o
tempo, apés aplicacdio do tratamento. Respostas um pouco mais expressivas foram observadas
a partir de 30 min de inundagdo, sendo que para tempos superiores a 60 min, o GABA
mostrou maiores acréscimos em relagio 4 ALA. Em hidroponia as mudangas foram muito
pequenas, reforcando a idéia que a presenga de aeragdo minimizou os efeitos da hipoxia,

apesar de limitar o O; para o funcionamento adequado dos nodulos (tabelas 12 e 13).

4.6. Transporte de glutamina e de ureideos em soja nodulada sob efeito da auséncia de
N atmesférico e de O,

Com base nos experimentos anteriores, foi observado que em condigdes limitadoras
a fixagio do N;, como presenca de NOs, hidroponia ou inundagdo, a queda em GLN no

xilema sempre acompanhou a queda de ureideos, sugenindo que flutuagBes de seus niveis
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encontrados no xilema, refletem mudangas da atividade metabolica do nodulo.

Com o propésite de fundamentar mais a hipotese de que a GLN transportada no
xilema de plantas noduladas, pode ser considerada um produto da fixagio de N», assim como
os ureideos, foi avaliado o efeito de tratamentos que inibem a nitrogenase especificamente. Os
sistemas radiculares das plantas foram incubados em um sistema de fluxo de gases, com
diferentes composigdes. O Ar:0, (80 %:20 %) e N, puro, constituiram a auséncia de N, e de
O3, respectivamente. Dois controles foram conduzidos. Em um deles o sistema radicular foi
submetido a um fluxo de gases com composicdo equivalente & atmosfera ambiente e no outro
ndo foi aplicado o fluxo. Um tratamento com inundagiio das plantas, foi conduzido como
referéncia.

Na tabela 14 estdo apresentados os resultados obtidos com os diferentes tratamentos
sobre a composigao nitrogenada transportada no xilema.

A GLN diminuiu sensivelmente com a aplicagio durante uma hora do N, ou mistura
A1::02 a semelhanca das plantas inundadas. O tratamento com N; provocou maior efeito sobre
a queda da GLN, reduzindo-a a valores proximos a zero. O efeito do Ar:0;, apesar de intenso,
foi bem menos pronunciado do que o tratamento com N;. E possivel que nesse sistema,
durante a condugio do tratamento, existisse alguma quantidade de N, disponivel para a
fixa¢do, presente nos tecidos, de forma a permitir a sintese de pequena quantidade de GLN.
Por outro lado, a indisponibilidade de oxigénio para que a fixacdo de N, se processasse
normalmente causou efeitos mais répidos, como pode ser demonstrado também pelo baixo
teor de GLN no xilema das plantas alagadas. Isso parece coerente, uma vez que o Oy é
utilizado n&o somente pelos bacteroides mas por todos os tecidos vivos do sistema radicular.

O teor de URE diminuiu significativamente com os tratamentos utilizados, ndo

ocorrendo diferenga estatistica entre os efeitos causados entre tratamentos. Isso demonstrou
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que as oscilagdes observadas no teor de GLN das plantas submetidas aos tratamentos
URE entre os tratamentos. Isso possivelmente ocorreu devido a sintese de GLN envolver
apenas a incorporagdo do NH™, ao passo que a sintese de ureideos envolve uma via complexa.

Ao contrario dos ureideos, o teor de ALT nfo mostrou reduciio com os tratamentos
empregados durante o perfodo de execugdo do experimento, sugerindo que os ureideos, apesar
de em maior concentragio sio os primeiros produtos a terem seu transporte severamente
inibido (tabela 14).

O controle com fluxo de gases com igual composicio do ar atmosférico demonstrou
que o sisterna utilizado ndo influenciou a composigdo nitrogenada transportada no xilema
(tabela 14).

Com relagdo a composi¢io nitrogenada das raizes foi verificado um decréscimo em
GLN apenas nos tratamentos com N; e inundagdo, provavelmente devido ao maior impacto
desses tratamentos sobre o processo de fixagio de N;. Da mesma forma, o nivel de ALA e de
GABA mostraram elevacdo apenas nas plantas submetidas a esses tratamentos. Os demais
aminoacidos e teores de ALT ¢ URE nfo apresentaram mudangas em seus niveis nas raizes
submetidas aos diferentes sistemas (tabela 15).

A composi¢do aminoacidica dos nédulos apresentou um aumento pronunciado dos
teores de ALLA ¢ GABA nos tratamentos com N, e inundagdo das plantas, de forma
semelhante ao ocorrido nas raizes. Os demais aminoacidos e o teor de ALT ¢ URE niio se
alteraram significativamente com os tratamentos impostos (tabela 16). Em nédulos de soja
submetida & inundacio por cinco dias, foi constatada uma resposta semelhante por Puiatti &
Sodek (1999). Nesse caso, essas alteracdes foram acompanhadas por decréscimos em GLU,

ASP ¢ ASN, sugerindo a participagio desses aminoacidos na sintese de ALA e GABA, sob
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deficiéncia de O no sistema radicular.

King & Layzell (1991) verificaram que a exposi¢do do sistema radicular nodulado de
soja a atmosfera sem Ny (Ar:O;; 80:20) causou redugdes da atividade da nitrogenase e da
respiragdo dos nodulos. A concentragic interna de O, {estimada pela oxigenagio da leg-
hemoglobina) diminuiu para 56 % de seu valor inicial, apés 60 min de exposicio ao
tratamento. O declinio de entrada do O nas células infectadas resultou na diminuicio da

permeabilidade do nodulo a gases, 4 semelhanca de outros trabalthos (Hunt ef al. 1987, Diaz

Tabela 14. Composicieo aminoacidica (mol%), teor de aminodcidos livres totais {ALT) e
teor de ureideos totais (URE) em seiva de xilema de plantas noduladas de soja cv. TAC-
17, em estiadio R2-R3, cultivada em pedrisco, e submetidas a diferentes tratamentos com

fluxo de gases e inundacio no sistema radicular®

XILEMA CONTROLE | FLUXO COM | FLUXO COM
CONTROLE | COM FLUXO GAS ARGONIO: i
SEM FLUXO DE DE AR DINITROGENIO OXIGENIO INUNDACAO
GASES ATMOSFERICO {80:20)
ASP 7,83 8,80 0,51 12,68 2,48
GLU 1,78 1,40 2,72 2,79 3,48
ASN 41,89 43,83 41,25 42,00 41,72
SER 1,80 2,74 8,22 2,87 7,69
GLN 21,97 20,12 0,49 4,26 1,05
ALA 0,94 1,05 20,37 1,61 12,51
GABA 2,57 1,69 6,51 3,48 11,31
Outros AAs 21,22 20,37 19,93 30,31 19,76
ALT L]
(pmol/mL) 372 a 3,41 a 3,76 a 341l a 2,82 a
URE 11,08 a 944 a 444b 457b 1,69b
{pmol/mL.)

*O inicio da coleta da seiva foi realizado apos as plantas se submeterem a uma hora de
tratamento. Durante a condugio dos tratamentos o fluxo inicial dos gases através dos vasos foi
ajustado para 500mL/min durante dois minutos. Levou-se em consideragio o espago poroso
dos vasos, em torno de 600mL. Passado dois minutos, o fluxo foi ajustado para 200mL/min
até o término da coleta da seiva do xilema.

**Foram detectados os aminoacidos HIS, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE e LEU e
LYS, porem suas concentragdes foram menores que 10%.

***Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade.
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del Castillo ef al., 1992; Kuzma ef a/. 1993), a qual ocorreu gradualmente, durante a €xposicio
ao Ar. Com base nessas informacdes, caso tenha ocorrido 0 mesmo no tratamento com Ar
em nosso experimento, a queda da concentragiio de O no interior do nodulo parece nfo ter
sido suficiente para induzir uma condigo de hipoxia nos tecidos de forma a induzir o processo
de fermentacdo e conseqiientemente desencadear a sintese de ALA ou mesmo GABA (tabelas
14 e 16).

Os aumentos de ALA e GABA verificados no xilema das plantas submetidas aos
tratamentos com N; e inundag@o corresponderam a aumentos observados em raizes e nddulos.

O aumento em SER no xilema correspondeu apenas a um pequenc aumento

observado nos nodulos das plantas submetidas a esses tratamentos (tabelas 14 e 16).

Tabela 15. Composicio aminoacidica (mol%), teor de aminodcidos livres totais (ALT) e
teor de ureideos totais (URE) em extrato de raizes de plantas noduladas de soja cv. IAC-
17, em estadio R2-R3, cultivada em pedrisco e submetidas a diferentes tratamentos com

fluxo de gases e inundacio no sistema radicular

RAIZ CONTROLE | FLUXOCOM | FLUXO COM
CONTROLE | COM FLUXO GAS ARGONIO: )
SEM FLUXO DE DE AR DINITROGENIO OXIGENIO INUNDACAO
GASES ATMOSFERICO (80:20)
ASP 8,90* 8,55 10,90 12,67 9,72
GLU 9,58 8,83 9,30 12,72 12,05
ASN 7,83 8,01 6,23 6,36 6,80
SER 9,37 8,88 8,75 8,65 8,50
GLN 4,11 4,06 2,54 3,97 1,54
ALA 4,75 3,97 10,04 3,74 7,76
GABA 7,00 6,53 12,59 5,18 14,01
Outros AAs 48,46 51,15 39,65 46,71 39,62
ALT **%1,83 a 1.45a 1,44 a 1,25 a 1,65a
(umol/gMF)
URE 0,75 a 0,94 a 0,70 a 1,14 a 0,41 a
(umol/gMF)

*Foram detectados os aminoécidos HIS, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEUe
LYS, porém suas concentragdes foram menores que 10%.

**Médias seguidas de mesma letra na finha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Concomitante a essas variagdes, foi observada uma diminuicio em ASP (tabelas 14 ¢ 16) a
semelhanga dos trabalhos conduzidos por Roberts ef al. (1992) e Edwards er al. (1998) e no
experimento conduzido com diferentes tempos de inundagio de soja nodulada (item 3.4), em
que os teores de ASP tornaram-se minimos, logo no inicio da hipoxia.

Minchin ez al. {1983) verificaram que a exposicio de néddulos de leguminosas a
privagio de N, com Ar:O; ou tratamento com 10 % de acetileno, causou um declinio da
atividade da nitrogenase Este declinio esteve associado com um decréscimo aparente na
permeabilidade do noédulo, causando redugio da concentragio de O, na célula infectada,
limitando portanto o Oy para o nodulo.

Em nédulos de Coriaria arborea a atividade de reduciio do acetileno decresceu para uma
atividade estavel sem recuperagdo. Em resposta ao tratamento com Ar:0,, a respiragdo € a
permeabilidade de difusdo a gases também decresceram, sugerindo a presenca de um
mecanismo de resisténcia a difusio variavel nesta espécie (Harris & Silvester, 1994).

Lundquist (2000) determinou a relagio entre a atividade da nitrogenase, concentracio de
0., e deplegdo de N; por curtos periodos em nédulos radiculares intactos de Alnus incana. A
pO2 a 20 % forneceu uma atividade méxima da nitrogenase. Abaixo de 20 %, a atividade da
nitrogenase pareceu limitada pelo suprimento de O,, uma vez que decresceu com o pO; e foi
estimulada com um retorno a valores mais altos de pO,,

Curioni ef al. (1999) investigaram as interagBes entre a atividade da nitrogenase,
assimilagio de NH4 e glicolise em nodulos de sistemas radiculares de alfafa submetidos a
curta exposicio (30 a 240 min) & mistura Ar:O; (80:20). O acimulo de intermediirios
glicoliticos permitiu sugerir que o fluxo glicolitico foi inibido nos passos catalisados pela
fosfofrutoquinase, piruvato quinase e fosfoenolpiruvato carboxilase. O declinio da atividade

da nitrogenase foi seguido por um aumento dramatico na razdo GLU/GLN, evento que
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precedeu a inibigdo da glicolise. Os autores propuseram que o aumento na razio GLU/GLN
ocorreu como resultado do declinio da atividade da nitrogenase e em consegiiéncia do ciclo
GS/GOGAT e que essa razdo pode atuar como um sinal para o decréscimo da glicolise em
nodulos de leguminosas.

No tratamento com Ar:O; de nosso experimento, nio foram observadas grandes
alteragbes na proporgdo dos aminoacidos GLU e GLN nos nédulos, apenas um pequeno
acréscimo, & semelhanca do tratamento com Ny, visto que em soja os nodulos apresentam alta

propor¢do de GLU em relagdo & GLN. No entanto, com relagdo & composico da seiva do

Tabela 16. Compeosicio aminoacidica (mol%), teor de aminoacidos livres totais (ALT) e
teor de ureideos totais (URE) em extrato de nédulos de plantas de soja cv. IAC-17, em
estidio R2-R3, cultivadas em pedrisco e submetidas a diferentes tratamentos com fluxo

de gases e inundacio no sistema radicular

NODULO CONTROLE | FLUXOCOM | FLUXO COM
CONTROLE | COMFLUXO GAS ARGONIO: )
SEM FLUXO DE DE AR DINITROGENIO | OXIGENIO INUNDACAO
GASES ATMOSFERICO (80:20)
ASP 10,00* 8,65 6,27 8,23 6,09
GLU 16,83 17,25 20,70 18,55 16,02
ASN 19,87 14,17 13,77 15,75 14,68
SER 5,36 6,40 10,21 6,10 8.82
GLN 0,69 0,43 0,88 0,74 0,36
ALA 10,02 9,84 20,85 11,01 19,72
GABA 9,97 12,16 17,08 8,96 15,13
Outres AAs 27,26 31,00 10,24 30,66 19,18
ALT **24,54a 26,25 a 1946a 27,17 a 20,46 a
(umol/gMF)
URE 237a 295a 2,00a 1,82a 2,63 a
(pmol/gMF)

*Foram detectados os aminoacidos HIS, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE_ ILE ILEUe
LYS, porém suas concentragles foram menores que 10%

**Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel
de 5% de probabilidade

xilema foi observada uma grande mudanga da relagdo GLU/GLN nas plantas submetidas aos
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GLN no controle. Considerando que o teor de GLN no xilema é um sinalizador da atividade
metabolica do nodulo, frente as respostas obtidas com os diferentes tratamentos (Ar, N2> ¢
inundagéo), a propor¢do dessa amida no xilema de leguminosas simbidticas que a transportam,

poderia ser um indicador mais confidvel que a razio GLU/GLN nos nddulos.

4.7. Atividade da glutamina sintetase e transporte de nitrogénio em soja em diferentes
estadios de processo de nodulacio

Conforme foi sugerido nos experimentos anteriores (itens 4.1.,4.2, 43,44 e45),
as alteragdes ocorridas no teor de GLN transportada na seiva do xilema estdo relacionadas a
mudangas da atividade metabélica do nodulo sob condigdes que limitam a fixag@o/assimilagio
primaria do N: Buscou-se com esse experimento, relacionar o transporte de GLN ¢ a
atividade da GS, enzima responsavel pela biossintese dessa amida, com o desenvolvimento do
nc';dulo em soja.

Durante a fase de formacio do noddulo foram observadas mudancas marcantes no
transporte de N no xilema (tabela 17). Na fase inicial de desenvolvimento, V2, ocorreu um
forte aumento do teor de ASP ¢ uma diminuigio abrupta de ASN e de GLN, ¢ do teor de ALT
e baixo teor de URE na seiva do xilema (tabela 17 e figura 9C e 9A). Concomitantemente, foi
observada a maior queda no contendo de clorofilas, o que pdde ser visualizado pelo aspecto
amarelecido das plantas (figura 9A). Da mesma forma foi detectada uma proporg¢do baixa de
ASN nas raizes e nos nodulos nesse estadio (tabelas 18 e 19).

O conjunto desses efeitos foi caracterizado como uma fase de deficiéncia  de N,
provavelmente devido 4 falta de sincronizagio entre a depleco das reservas nitrogenadas

cotiledonares e o estabelecimento da fixag@io de Na, ja que nesta etapa a formagdio do nédulo
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estava se iniciando. Essa fase de deficiéncia de N pode ser atribuida ao fato do primeiro N,
fixado ser usado prioritariamente ao crescimento do nodulo, em detrimento do transportado
para a parte acrea, cujas folhas em expanso requerem alto teor de N (Cookson ef af., 1980;
Franco e Muns, 1982; Jones ef al., 1981; Yoneyama e Yshizuki, 1982; Atkins ef al., 1989).

Os teores de URE em raizes e nodulos nfio apresentaram grandes mudancas em
todas as épocas avaliadas. Em raizes, o teor de ALT ndo foi alterado durante o
desenvolvimento dos nddulos, mesmo na fase de “fome de N”, caracterizada por baixos teores
de ALT e URE na seiva do xilema. No entanto, a concentragio de ALT em nédulos aumentou
significativamente apos o estadio V3 (tabelas 17, 18 e 19), fase em que a “deficiéncia de N”
ja havia sido recuperada (tabela 17 e figura 9C). Coletivamente, esses resultados reforcam
novamente o argumento de que a soja na fase de estabelecimento da fixagdo de N; prioriza o N
disponivel para o desenvolvimento dos nddulos e raizes.

Sprent & Raven (1985) estimaram que durante a germinagio cerca de um terco do N
da semente de feijio é requerido para a formacio do nodulo. Atkins ef al. (1984b) ao
utilizarem sementes marcadas com “N em feijio-de-corda verificaram que durante os
primeiros estadios de formacio dos nodulos (seis dias apés a iniciagio) mais de 50 % do N
nos bacterdides e da fragiio vegetal do nédulo foram derivados dos cotilédones.
Posteriormente, assim que a fixagdo de N se iniciou, mais de 90 % do N do bacteroide foram
derivados da fixagdo.

O modelo de parti¢io do N para os nodulos e o desenvolvimento de sintomas de
“fome de N” mostrou variagdes entre estirpes de Rhizobium em feijio (Hungria ef al., 1991) e
entre cultivares de feijao-de-corda (Atkins ef al., 1989). Com base nessas diferencas, a selecgo
de estirpes e cultivares pode conduzir 2 uma associagiio que permita o estabelecimento precoce

da fixagdo de Nz, evitando o desenvolvimento dos sintomas de deficiéncia de N (Hungria et
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al., 1991).

Em V3 foram observadas caracteristicas de plantas com sistema de fixagdo de N,
eficiente: aumento da massa nodular (figura 9B) e do teor de ureideos no xilema (figura 9C) e
posteriormente aumento da clorofila (figura 9A). Nesta fase a composicio aminoacidica da
selva do xilema revelou uma diminuigio de ASP e aumento de GLN & ASN, acompanhado de
aumento da atividade da GS (tabela 17 ¢ figura 9D). No entanto, foi constatado queem V3 a
atividade da GS, assim como o teor de URE, ndo atingiram os niveis maximos i semelhanca
de GLN. Os teores de URE e a atividade da GS aumentaram ainda posteriormente ao aumento
maximo de GLN, o que parece coerente, uma vez que GLN é precursora biossintética de URE,
¢ o teor desses, exportados pelos nodulos, dependem portanto, da atividade da GS.

Posteriormente a V3 os niveis GLN na seiva do xilema mostraram-se estaveis, os quais foram

Tabela 17. Composicie aminoacidica (mol%) e aminoicidos livres totais (ALT)
(umol/mL) em seiva de xilema de soja cv. IAC-17 em diferentes épocas de

desenvolvimento apés a inoculagiio com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS 463

XILEMA Estadio fenolégico da soja /dias apés primeira inoculacio
Vi V2 V3 V4/V5 R1 R2/R3 R4 RS
04 13 19 23 27 33 38 44

DAT | DAT | DAT | DAT | DAT | DAT | DAT | DAT
ASP* | 12,89 | 77,18 | 18,74 | 18,58 | 10,19 | 9,89 | 10,07 | 10,02
GLU 1,30 | 1,89 | 028 | 040 | 056 | 069 | 08 | 162
SER 1,23 | 1,25 | 230 | 3,60 | 285 | 293 | 293 | 466
ASN 59,36 | 5,32 | 3505 | 40,14 | 4556 | 4581 | 46,14 | 43,65
GLN 2,98 | 046 | 21,76 | 20,20 | 21,00 | 21,30 | 23,66 | 22,90
ALA 0,79 | 058 | 027 | 054 | 053 | 058 | 061 | 037

GABA | 220 | 1537 | 133 | 1,57 | 213 | 1,51 | 197 | 133

Qutros | 1925 | 11,95 | 20,27 | 1497 | 17,18 | 17,29 | 13,76 | 15.45

ALT** 4,5¢ 0,65f | 2,22e [231de | 3,284 | 333d | 6,05b | 7.84a

(emol/mL)
*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU ¢ LYS,
porém suas concentragtes foram baixas (< 3 %)

**Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5 %
de probabilidade (n= 3)
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acompanhados por uma elevagio gradual de ASN transportada e presente nos nddulos e raizes.
Por outro lado, o teor de GLN nas raizes nio apresentou uma elevagio
significativa e nos nodulos, manteve-se em proporgdes bastante reduzidas durante toda a
coleta (tabelas 17, 18 e 19).
Os aminoacidos GLU, ALA, GABA e SER apresentaram-s¢ em proporgdes
relativamente baixas na seiva do xilema e bem superiores em nddulos e raizes, durante todos
os estadios de nodulagiio analisados. Essas diferencas sugerem funches metabolicas

especificas desses aminoacidos em raizes e nodulos (tabelas 17, 18 ¢ 19).

Tabela 18, Composicfio aminoacidica (mol%), aminoacidos livres totais (umol/gMF) e
ureideos totais (umol/gMF) em extrato de raizes de soja cv. JAC-17 em diferentes épocas

de desenvolvimento apos a inoculacio com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS 463

RAIZ Estadio fenolégico da soja /dias apos primeira inoculacio
\2! V2 V3 V4/V5 R1 R2/R3 R4 RS
04 13 19 23 27 33 38 44

DAT | DAT | DAT | DAT | DAT | DAT | DAT | DAT
ASP* 12,10 | 10,36 | 11,18 | 13,50 | 7,53 6,89 8,11 9,50

GLU 5,32 8,27 6,85 7,16 7,65 7,54 8,51 5,04
ASN 35,84 | 3,89 15,40 | 18,75 | 19,58 | 20,69 | 22,92 | 20,63
SER 2,93 8,69 9,23 7,38 6,46 8,70 8,32 7,74
GLN 2,08 4,14 5,14 5,26 5,99 6,10 6,51 5,96
ALA 2,81 5,13 4,51 4,06 4,88 6,09 6,03 6,14

GABA 3,08 3,61 4,08 4,58 7,90 6,08 6,70 4,92
QOutros 3584 | 5591 | 43,61 | 39,31 | 40,01 | 3791 | 3290 | 40,07

ALT=*#* 237a | 1,67a | 142a | 1,46a | 165a | 1,68a | 1,42a | 1,283
(umol/gMF)

URE** 0,82a | 0,69a  069a | 0,72a | 0,79a | 084a | 0,90a | 0,792
(nmol/gMF)
*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU ¢ LYS,
porém suas concentracdes foram baixas (< 3 %)

**Médias seguidas de mesma letra na linha nio diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5 %
de probabilidade (o= 4)
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Figura 9. Teor de clorofila total da witima folha expandida e de GLN na seiva do xilema
(A); massa fresca/nodulo (B); ureideos totais na seiva de xilema (C) e atividade da
glutamina sintetase (GS) em noédules de soja (D), cultivar IAC-17, em diferentes épocas
apés a primeira inoculacio com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS 463. Barras= E P.
(n=3)
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As mudangas de atividade da GS concordam com resultados que demonstram que
um aumento rapido da atividade da nitrogenase e contetido de leg-hemoglobina nos nédulos
sdo acompanhados por aumentos similares das atividades da GS (Robertson ef al., 1975;
Hungria ef al., 1991; Temple et al. 1996), 0 que também ¢ consistente com a elevacio de
glutamina transportada na seiva do xilema, ja evidenciado em plantas cuja fixacio do N
torna-se ativa {Puiatti e Sodek, 1999). No estadio R1, 27 dias apos a primeira inoculagio com
rizobio, os valores de atividade da GS mostraram-se entre os mais altos, associados com niveis
altos de ureidos transportados na seiva do xilema, demonstrando um aumento da fixagio de N

bem como da demanda de N pela parte aérea em fungéo do inicio do periodo reprodutivo.

Tabela 19. Composicdo aminoacidica (mol%), aminedcidos livres totais (umol/gMF) e
ureideos totais (umol/gMF) em extrato de nodulos de soja cv. IAC-17 em diferentes

epocas de desenvolvimento apés a inoculagio com Bradyrhizobium elkanii estirpe SMS
463

NODULO V2 V3 V4/V5 R1 R2/R3 R4 RS
13 DAT | 19 DAT | 23 DAT | 27 DAT | 33 DAT | 38 DAT | 44 DAT
ASP 9,67 12,45 18,90 10,21 6,58 11,31 15,07
GLU 14,61 14,72 9,73 15,16 13,17 12,89 14,81
ASN 0,71 7,13 8,04 10,78 10,52 10,79 9,88
SER 10,62 9,99 12,56 10,62 8,57 10,40 9.03
GLN 2,11 1,32 1,25 0,72 0,45 0,66 0,53
ALA 2,69 5,58 6,11 576 8,50 9,73 14,01
GABA 6,19 10,00 9.61 12,53 13,28 13,03 11,99
Outros 53,40 38 81 33,80 34,22 38,93 31,19 24,68
ALT 13,86¢c | 1464¢ | 1773b | 18,07b | 20,53a | 20,62a | 17,36 b
(pmol/gMF)
URE 1,44 a 1,54 a 165a 1,67 a 1,68 a 1,80 a 1,56 a
(umol/gMEF)

*Foram detectados os aminoacidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS,
porém suas concentragdes foram baixas (< 3 %)

**Médias seguidas de mesma letra na linha nio diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5 %
de probabilidade (n= 4)
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4.8. Efeito do alagamento e do nitrato sobre a composiciio nitrogenada da seiva do xilema
de espécies leguminosas transportadoras e nio transportadoras de ureideos

Os resultados dos experimentos anteriormente conduzidos sugerem fortemente que a
presenca de GLN no xilema estd estritamente relacionada com a atividade metabdlica dos
nodulos em soja, de forma que as oscilagdes observadas no teor transportado acompanharam
os niveis de URE, produtos especificos da fixacio de N, nessa espécie. Buscou-se neste
experimento determinar se o efeito de tratamentos inibitérios 4 fixacio de N;, NOj e
inundac&o do sistema radicular, sobre o teor de GLN transportada no xilema ¢ comum a outras
espécies de leguminosas, exportadoras de ureideos e exportadoras de amidas.

Nas tabelas 20 e 21 s3io apresentados os dados referentes a composicio de
aminoacidos livres, URE e de ALT transportados na seiva do xilema de leguminosas
transportadoras de ureideos ~ soja, feifjdo-de-corda e feijio - fixando plenamente o N, e
submetidas ao alagamento ou presenca de NOs'.

A concentragdo de O: medida na solugfio drenada dos vasos em que se processou a

inundaclo das plantas, atingiu valores inferiores a 1,0 mg/L j4 com um dia de inundagdo, o

que caracterizou uma situagéo de hipoxia para as diferentes espécies estudadas (Sousa, 2001).

4.8.1. Soja

As duas cultivares de soja estudadas, IAC-17 e Maple Arrow, quando em associagio
com Bradyrhyzobium elkanii estirpe 463 ou Rhizobium japonicum estirpe 06, fixando o N,
plenamente, evidenciado pelo alto teor de ureideos, apresentaram altos niveis de ASN seguido
de GLN. Ao se proceder a inundagio do sistema radicular por 48 h, houve uma reducio
sensivel do teor de uréideos, da GLN, seguida da ASN em ambas cultivares, independente da
estirpe de rizobio em associagdo, indicando uma queda abrupta do processo de fixacio e

assimilagdo primaria do N. De forma similar foi observado um grande aumento nos teores de
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ALA, resposta mais intensa na cultivar IAC-17. Os niveis mais altos de ALA nessa cultivar
devem-se provavelmente ac metabolismo anaerdbico intensificado em decorréncia do
desenvolvimento bem mais pronunciado do sistema radicular, ocupando praticamente todo o
espaco do vaso, o que provavelmente induziu a um consumo mais rapido de oxigénio durante
o tratamento. O mesmo pode ser suposto pela reducio do ASP em JAC-17 em relacdo a Maple
Arrow.

O GABA sofreu aumentos marcantes com a inundagdo em ambas as cultivares. No
entanto, esse aumento foi menos intensificado nas duas cultivares quando inoculadas com
Rhizobium japonicum estirpe 06 (tabela 20).

Dentre os aminoacidos analisados, os teores de SER e de VAL transportados no
xilema aumentaram consideravelmente com a inundacic em ambas as cultivares e
combinagdes com os dois rizobios, e em menor grau, LEU, ILE, GLY ¢ THR. A LYS foi
transportada em maior quantidade sob inundagio nas plantas inoculadas com Bradyrhizobium
fixagdo de Nai, imposta por deficiéncia de O, apresentam umna alteracdo substancial no
metabolismo de aminoacidos, interferindo em maior escala na assimilagio primaria do N, o
que foi observado pela redugio substancial das amidas GLN e ASN e em menor escala na
sintese ou conversio dos demais aminoéacidos (tabela 20).

O efeito da adigdo do NOs™ sobre o N transportado na cultivar IAC-17 mostrou-se
semelhante para as duas associagdes com rizébio. Houve uma redugdo grande do nivel de
URE e de GLN acompanhada por um aumento substancial de ASN.

O teor de ALT na seiva do xilema mostrou redugGes significativas com a inundacio
do sistema radicular, mostrando ser um efeito comum as cultivares de soja e associages com
rizébio. O teor de ALT nas plantas submetidas ao NOs™ ndo sofreu alteracdes significativas

(tabela 20).
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Tabela 20. Composicio aminoacidica (mol%), teor de ureideos totais (URE) e teor de

aminoacidos livres totais (ALT) em seiva de xilema de plantas de soja [Glycine max (L.)

Merril] das cultivares IAC-17 e Maple Arrow cultivadas em vermiculita, inoculadas com

Bradyrhyzobium elkanii estirpe 463 ou Rhizobium Japonicum estirpe 06 (NOD); nio
inoculadas, nutridas com NO; (N/NOD); noduladas recebendo NO7; 15mM (NOD ¢/N)

durante quatro dias e noduladas inundadas durante dois dias (N OD/T) em R2

Glycine max - Tratamento/ Cultivar de soja/ Estirpe de rizobio

NOD - NOD/I - NOD ¢/N - NOD - NOD/I c¢v.
ev. IAC-17 cv. IAC-17 cv. IAC-17 cv. Maple | Maple Arrow
Arrow
Estirpe Estirpe Estirpe Estirpe Estirpe
463 06 463 06 463 06 463 06 463 06
ASP 19,35 1 17,05 | 13,68 | 11,20 | 22,17 | 9,05 | 7,89 | 4,15 11,65 | 8,91
GLU 1,34 | 0,97 | 325 | 1,89 | 0,27 | 0,69 | 0,33 0,64 3,53 | 2,07
ASN 41,48 | 40,44 £ 12,06 | 27,59 | 57,70 | 71,48 | 51,96 | 58,07 | 31,31 38,33
SER 105 | 345 111,22 941 | 038 | 051 | 1,05 | 087 6,46 | 6,57
GLN 21,02 | 18,01 | 0,59 | 0,72 | 2,58 | 3,10 | 21,00 | 16,39 0,68 | 2,03
HIS 235 0 3,28 | 2,04 | 144 | 2,74 | 234 | 3,07 | 2,99 1,04 | 1,66
GLY 082 1052 | 212 1,62 | 0,10 | 0,15 | 0,45 0,56 | 2,76 | 1,77
THR 2,95 | 2,04 | 366 | 251 | 142 | 1,52 | 1,69 1,58 | 2,64 | 3,17
ARG 1,49 | 2,00 | 2,19 | 1,30 | 1,16 | 0.84 | 337 4,16 : 2,80 | 3,01
ALA 0,57 | 0,38 | 11,48 | 17,87 | 0,36 | 0,18 | 0,57 | 0,89 4,98 | 6,52
- TYR 022 | 026 | 043 | 065 | 039 | 033 | 0,40 | 0,39 0,52 | 0,88
MET 0,51 | 0,40 | 0,83 | 0,89 | 0,43 | 0,37 | 0,67 0,74 | 0,86 | 0,78
VAL 087 | 081 | 458 | 340 | 229 | 233 | 1,05 | 1,03 3,41 | 3,04
PHE 033 1 066 | 0,94 | 1,31 | 0,59 | 0,53 | 045 | 0,54 | 0,67 1,00
ILE 045 1 0,52 | 244 | 189 | 1,00 | 1,01 @ 055 | 0,64 | 2,49 2,53
LEU 048 | 051 | 2,06 | 2,01 | 0,91 | 1,03 | 042 | 060 @ 1 64 1 1,95
LYS 345 | 6,87 | 12,49 | 6,68 | 3,91 | 3,56 | 402 | 4,54 6,17 | 4,68
GABA 1,02 | 0,85 | 11,49 4,93 | 1,01 | 0,17 | 1,00 | 1,20 11,32 | 5,30
Outros 025 | 098 | 2,45 | 269 | 0,59 | 1,65 | 0,06 | 0,02 | 5,07 5,8
URE 7,79 1889b 10,35d|0,53d |0,90d {0,99d[13,4a [13,1a |0,54d 2,52¢
(umol/mL) | b**
ALT 4,71bc |3,45d |2,20ef | 1,64 [4,43¢ |2,71de|7,51a |5.51b 2,71de | 1,57f
(umol/mL)

*Cada valor representa a média de 4 repeticdes (vasos) com 3 plantas cada.
**Medias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan

(p<0,05)
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4.8.2, Feijao-de-corda

As plantas de feijio-de-corda quando noduladas apresentaram no transporte da seiva
do xilema altos niveis de URE e dentre a fragdo aminoacidica, elevada GLN seguida de ASN.
As proporgdes de LYS ¢ de VAL também foram relativamente altas quando comparadas aos
outros aminoacidos. De forma inversa, plantas nfo noduladas, nutridas com NOy
apresentaram niveis elevados de ASN no xilema, seguidos de GLN (tabela 21),

A inundagio das plantas noduladas provocou um decréscimo abrupto dos teores de
URE para niveis proximos a zero. As reducdes da propor¢io de GLN no xilema atingiram
valores inferiores a 1 % . Em menor escala ocorreu um decréscimo do ASP seguido da ASN e
da LYS. A ALA e o GABA se elevaram bruscamente com a inundacio. Esses resultados
foram comuns para as duas estirpes testadas, demonstrando que o efeito dos tratamentos sobre
as alteragOes da composi¢do aminoacidica ndo é determinado pela estirpe inoculada (tabela
21).

A aplicagdo de NO;™ causou redugdo significativa do teor de ureideos, aumento
pronunciado na razio ASN/ASP e uma redugio em menor propor¢do na GLN. Com essas
alteragdes, a composi¢cio nitrogenada dessas plantas tornou-se equivalente 4 de plantas nio
noduladas (tabela 21).

Os teores de ALT transportados no xilema foram mais elevados nas plantas ndo
noduladas. Nio houve influéncia dos tratamentos sobre a concentragio dos aminoacidos

transportados no xilema para os diferentes sistemas utilizados (tabela 21).
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4.8.3. Feijdo

A semelhanca do feijdo-de-corda, plantas de feijio noduladas apresentaram altos
niveis de GLN transportados no xilema, seguido de LYS e de ASN. A inundag3o das plantas
reduziu sensivelmente os niveis de URE e dos aminoacidos GLN, ASN, ASP ¢ LYS. O
GABA aumentou drasticamente e ALA em menor escala (tabela 22).

A aplicagdo de NO; provocou um aumento em ASN e decréscimo em GLN,
tornando os niveis de ASN superiores aos de GLN, 4 semelhanca de plantas ndo noduladas.
Houve também uma redugio sensivel nas concentracdes de URE. Os teores de LYS também
decresceram, tornando-se proximos aos de plantas ndo noduladas, o que sugere ser este
aminodcido uma importante fonte de transporte de N no xilema de plantas de feijio em
simbiose com rizébio (tabela 22).

O teor de ALT mostrou nfio sofrer influéncia com a inundacio das plantas ou com a

aplicagdo de NOjs (tabela 22).
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Tabela 21. Composicdo aminoacidica (mol%), teor de ureideos totais (URE) e teor de
aminodicidos livres totais (ALT) de seiva de xilema de plantas de feijao-de-corda [Vigna
unguiculata (L.)} cv. Vita 07 cultivadas em vermiculita, inoculadas com Bradyrhyzobium
spp estirpe USDA 3458 e estirpe 6002 (NOD); nio inoculadas, nutridas com NO;
(N/NOD); noduladas recebendo NO7; 15 mM (NOD ¢/N) durante quatro dias; noduladas
inundadas durante dois dias (NOD/]) e nio noduladas recebendo solucio contendo NO';

(5 mM) no inicio do periodo reprodutivo

Vigna unguiculata - Tratamentos/Estirpe
NOD NOD ¢/N NOD/I
Estirpe Estirpe Estirpe N/NOD
USDA 3458 6002 USDA 3458 { USDA 3458 6002
ASP 17,72 18,36 4,13 2,35 4,08 16,15
GLU 4,37 5.85 1,26 3,41 4,41 2,27
ASN 11,65 14,26 51,13 9,45 10,89 42,35
SER 1,73 0,61 1,56 9,33 10,20 1,94
GLN 32,14 24,20 12,47 0,82 0,92 10,59
HIS 3,19 2,99 2,40 1,27 1,92 2,07
GLY 0,51 0,73 0,29 1,68 1,48 0,64
THR 2,75 2,74 2,78 3,31 4,16 2,66
ARG 228 2,45 3,62 0,90 1,65 421
ALA 0,65 0,29 0,37 16,60 25,28 0.69
TYR 0,62 0,47 0,74 1,75 1,73 0,74
MET 1,61 2,09 1,33 2,00 2,58 1,14
VAL 7,13 6,30 5,64 5,60 5,34 5,14
PHE 0,55 1,07 1,12 1,63 2,05 0,88
ILE 2,41 2,22 2,42 2,21 3,82 2,26
LEU 2,32 3,45 2,96 3,03 4,99 2,63
LYS 7,43 11,41 5,22 4,72 5,87 3,00
GABA 0,93 0,49 0,21 29,08 8,22 0,24
Outros 0,01 0,02 0,35 0,86 0,41 1,09
URE 6,49 a* 6,00 b 0,62 ¢ 0,15 d 0,07 d 0,27 d
{ppmol/mL)
ALT 1,60 a 1,72 a 1,60 a 1,87 a 2,03 a 532 b
(pmol/ml.)

Cada valor representa a média de 4 repeti¢des (vasos) com 3 plantas cada.

*Meédias seguidas de mesma letra, na linha , ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p <
0.05)
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Tabela 22. Compeosicio aminoacidica (mol%), teor de ureideos totais (URE) e teor de
aminoacidos livres totais (ALT) de seiva de xilema de feijio [Phaseolus vulgaris (L.)] cv.
Carioca cultivado em vermiculita, inoculado com Rhizobium spp estirpe 4080 (NOD); nio
inoculado, nutrido com NO; (N/NOD); nodulado recebendo NO; 15 mM (NOD ¢/N)
durante quatro dias e nodulado inundado durante dois dias (NOD/T), no inicio do

periodo reprodutive

Phaseolus vulgaris - Tratamentos
NOD N/NOD NOD ¢/N NOD/I
ASP 0,65 1,02 0,83 1,54
GLU 1,18 1,71 1,06 2,11
ASN 14,60 42,25 45,81 4,37
SER 1,60 2,44 1,50 4,97
GLN 37,03 4,35 10,21 2,93
HIS 3,14 4,31 4,25 1,29
GLY 1,60 1,39 0,76 1,48
THR 2,56 4,39 3,58 4,45
ARG 5,37 6,02 4,82 2,49
ALA 0.64 0,68 0,41 7,17
TYR 0,80 1,44 1,09 0,90
MET 0,76 1,35 1,10 0,89
VAL 3,09 5,11 3,88 4,10
PHE 0,46 1,02 0,76 1,05
ILE 0,98 3,25 1,39 2,32
LEU 0,80 2,17 2,04 4,10
LYS 21,00 12,23 13,03 5,03
GABA 2,49 4,12 1,82 45,01
Qutros 1,89 0,75 1,66 3.8
URE (umol/mL) 7,20%* a 0,64 ¢ 1,33 b 0,15¢
ALT (pmol/mL) 1,53 b 256a 1,60 b 2,19 ab

Cada valor representa a média de 4 repetigSes (vasos) com 3 plantas cada.
*Medias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0.05)
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Nas tabelas 23, 24 e 25 sio apresentados os dados referentes composicio de
aminoacidos livres (Aas mol%), teor de ureideos totais (URE) e de aminoacidos soliveis
livres totais (ALT) transportados na seiva do xilema de leguminosas transportadoras de amidas

— crotalaria, ervilha e tremogo - fixando plenamente o N; e submetidas ao alagamento ou

presenca de NOs™.

4.8.4. Crotaldria

Plantas noduladas de crotalaria apresentaram niveis baixos de ureideos transportados
no xilema. Dentre os aminoacidos, a ASN seguida da GLN foram os presentes em maior
proporgao (mol %) no xilema. Curiosamente, plantas nio noduladas apresentaram composicio
do N transportada no xilema equivalente & de plantas noduladas (tabela 23).

O tratamento com inundacio causou reducdes no teor de ureideos, GLN, ASN e de
ASP e aumentos de ALA e de GABA. De forma semelhante as demais leguminosas o
tratamento com NOj™ causou uma reducio em GLN e ASP e aumento em ASN. O teor de
ureideos apesar de baixo, sofreu redu¢fo significativa (tabela 23).

Os ALT diminuiram consideravelmente nas plantas noduladas com a inundagio e
presenca do NOj3™ . Os niveis bem mais elevado de ALT em relagdo ao de URE demonstram

que essa espécie transporta preferencialmente as amidas ASN e GLN, em relacio a URE

(tabela 23).
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Tabela 23. Composicio aminoacidica (mol%), teor de ureideos totais (URE) e teor de
aminoacidos livres totais (ALT) de seiva de xilema de plantas de cretalaria [Crotalaria
Juncea (L.)] cv. IAC-1 cultivadas em vermiculita, inoculadas com Rhyzobium spp (NOD);
nio inoculadas, nutridas com NO; (N/NOD); noduladas recebendo NO3 15 mM (NOD

¢/N) durante quatro dias e noduladas inundadas durante dois dias (NOD/T) no inicio do

periodo reprodutivo

Crotalaria juncea - Tratamentos
NOD N/NOD NOD ¢/N NOD/I
ASP 15,02 6,17 5,30 4,62
GLU 2,30 2.89 1,22 4,05
ASN 58,74 54,87 74,89 23,34
SER 0,18 0,53 0,21 5,80
GLN 15,14 12,91 7,32 2,11
HIS 1,25 3,07 0,74 7,00
GLY 0,11 0,22 0,13 1,09
THR 0.45 2,60 0,89 3,31
ARG 0,26 0,59 0,30 0,98
ALA 0,15 0,28 0,17 7,45
TYR 0,13 0,28 0,18 0,79
MET 0,14 0,26 0,17 0,39
VAL 0,61 1,94 1,16 5,34
PHE 0,08 0,32 0,22 0.79
ILE 0,21 0,86 0,37 1,91
LEU 0,13 0,54 0,30 1,06
LYS 0,70 . 201 1,07 3,37
GABA 0,28 0,43 0,29 5,80
Outros 4,57 9,23 5,07 21,59
URE (pmol/mL) 0,17 a 0,13 b 0,025 ¢ 0,030 ¢
ALT (umol/mL) 10,77 a 10,67 a 2,30 b 1,50 b

Cada valor representa a média de 4 repeticdes (vasos) com 3 plantas cada.
*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0.05)
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4.8.5, Ervilha

Plantas noduladas de ervilha transportaram preferencialmente ASN seguida de GLN
na seiva do xilema. Apresentaram também proporgdes significativamente elevadas de
homoserina. Plantas ndo noduladas assimilando NOy’, apresentaram teores relativamente altos
de ASN e de GLN e por outro lado niveis de homoserina bem superiores aos encontrados no
xilema de plantas noduladas (tabela 24).

A 1nundagdo das plantas noduladas causaram um decréscimo acentuado nos teores de
GLN ¢ de ASN e um aumento em ASP, GABA, ALA e em homoserina e um decréscimo de
ALT (figura 24).

Ao contrario do tratamento com inundag8o, a aplicacio de NO;™ ndio ocasionou um
decréscimo considerdvel do nivel de GLN. O nivel de ASN manteve-se inalterado. A
proporgdo de homoserina aumentou com o tratamento, sugerindo que o transporte desse
aminoacido pode estar relacionado com a assimilagio de NOs™ (tabela 24).

As plantas noduladas apresentaram alta concentragio de ALT transportados no
xilema. O tratamento com inundagdo provocou um decréscimo abrupto no transporte de ALT,
e em bem menor escala, uma diminui¢go no tratamento com NOj'". Isso denota um prejuizo no
processo de fixagdo de N ja que em ervilha sio os aminoacidos, especialmente ASN e GLN,

os produtos da assimilagdo do N fixado (tabela 24).



Tabela 24. Composicdo aminoacidica (mol%) e teor de aminodcidos totais de seiva de

xilema (ALT) de plantas de ervitha [Pisum sativum (L.)] cv. Samba cultivadas em

vermiculita, inoculadas com Rhizobium estirpe USDA 2380 (NOD); nio inoculadas,

nutridas com NO5 (N/NOD); noduladas recebendo NO’; 15 mM durante quatro dias
(NOD ¢/N) e noduladas inundadas durante 48 h (NOD/I), no inicic do periode

reprodutivo
Pisum sativum - Tratamentos
NOD NOD ¢/N N/NOD NOD/T
ASP 15,74 12,91 5,90 27,30
GLU 0,26 0,10 0,10 1,20
ASN 52,03 51,52 39,83 5,85
SER 0,29 0,29 0,26 2,92
GLN 15,36 13,11 11,56 1,71
HIS 0,36 0,39 0,44 1,00
GLY 0,04 0,02 0,03 0,53
THR 0,73 0,92 1,50 4,05
ARG 0,63 0,75 0,50 1,68
ALA 0,11 0,04 0,05 2,97
TYR 0,21 0,04 0,12 0,40
MET 0,38 0,11 0,11 0,16
VAL 0,62 1,08 1,13 3,83
PHE 0,13 0,12 0,08 0,41
ILE 0,53 0,62 0,53 2,79
LEU 0,34 0,40 0,41 1,93
LYS 0,64 0,61 0,27 4. 49
GABA 0,16 0,68 0,27 17,09
Homoserina 10,23 16,31 34,37 18,21
Outros 1,21 0,02 2,54 1,48
[ALT (umoVmL)| 3042 2% | 2741b | 2617b | 376 ¢ |

Cada valor representa a média de 4 repetigBes (vasos) com 3 plantas cada,

*Médias seguidas de mesma letra, na linha, nfio diferem entre si pelo teste de Duncan (p<

0.05)
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4.8.6. Tremoco

Plantas de tremogo em associagio simbidtica com rizobio mostraram uma proporgio
alta de ASN transportada no xilema, seguida de ASP, GLN e GLU (tabela 25).

A inundagdo do sistema radicular das plantas noduladas provocou uma diminuigio
em GLN e em ASN e de ASP em menor escala. O GABA apresentou um aumento brusco,
seguido de ALA (tabela 25).

A aplicagdo de NOs nfo causou alteracdes significativas nas proporcdes dos
aminodcidos transportados no xilema das plantas noduladas. Ocorreu uma pequena diminuicio
de GLN e de ASN, ¢ um aumento de ASP. Essas alteracdes, apesar de nio terem sido grandes,
indicam uma interferéncia sobre o processo de assimilagio de Ny. E possivel que no periodo
em que se processou a coleta de seiva, estivesse ocorrendo uma fase de adaptagiio: uma
transi¢do entre a queda do processo de fixagio e o aumento da assimilagdo do nitrato
absorvido. A queda acentuada no transporte de ALT nos tratamentos com NOs™ & semelhanca
do tratamento com inundagio das plantas, reforcam essa hipétese. Plantas dos controles
assimilando N, ou NOsapresentaram altos niveis de ALT transportados no xilema (tabela 25).

A composi¢io aminoacidica do xilema na cultivar de tremocgo utilizada neste
trabalho mostrou similaridade a observada por Parsons & Baker (1996). Nesse trabalho,
plantas submetidas ao fluxo de 100 % de oxigénio no sistema radicular durante uma semana,
apresentaram inativacfo da nitrogenase e uma diminuigio superior a 50 % no teor de ASN. Ja
em plantas submetidas ao NO3;™ houve um aumento substancial de ASN. Em ambos os casos
ocorreu uma pequena reducdo do teor de GLN. A grande resposta do NOs™ nesse caso pode
estar relacionada ao maior tempo de exposi¢do, duas semanas antes da coleta. Por outro lado,
o GABA presente em concentragio relativamente alta no controle, mostrou acréscimo no

tratamento de inativagfo da nitrogenase e um certo decréscimo no tratamento com NO;™.
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Parsons & Baker (1996) em experimentos com isétopos de °N verificaram que o N
recém fixado foi assimilado nas amidas GLN e ASN, entre outros aminoacidos em plantas de
tremogo. A GLN recém sintetizada foi transportada no xilema em proporgdo bem superior &
ASN. Observaram também que a ASN presente no xilema correspondeu a uma pequena parte
do “pool” presente nos nédulos. Isso poderia justificar pelo menos em parte a mator reducio

do nivel de GLN comparado & ASN no tratamento com inundagio em nosso experimento.

Tabela 25. Composicdo aminoacidica (mol %) e teor de aminoacidos livres totais (ALT)
de seiva de xilema de plantas de tremoco [Lupinus albus (1.)] cultivada em vermiculita,
inoculada com Bradyrhizobium estirpe 938 (NOD); nie inoculada, nutrida com NO';
(N/NOD); nodulada recebendo NO'; 15 mM (NOD ¢/N) durante quatro dias e nodulada

inundada durante deis dias (NOD/I), no inicio do periode reprodutivo

Lupinus albus — Tratamentos
NOD N/NOD NOD ¢/N NODA
ASP 19,07 5,26 25,82 12,66
GLU 7,10 4,59 5,00 6,96
ASN 53,65 58,90 45,71 24,07
SER 0,53 1,71 2,48 4,79
GLN 13,00 8,47 9,47 2,79
HIS 0,20 1,28 0,51 1,12
GLY 0,52 0,47 0,22 1,32
THR 0,52 2,78 1,48 1,32
ARG 0,21 0,45 0,17 2,78
ALA 0,45 0,80 1,27 4,28
TYR 0,15 0,62 0,29 0,58
MET 0,11 0,84 0,19 0,10
VAL 1,32 5,20 1,88 6,04
PHE 0,29 0,81 0,52 0,73
ILE 0,57 2,29 0,85 2,78
LEU 0,25 0,93 0,41 0,97
LYS 0,59 1,62 0,84 1,98
GABA 1,18 2,07 1,66 22,36
QOutros 0,29 0,91 1,23 237
ALT 15,72 a 15,73 a 457 b 1L11 b
(umol/mL)

Cada valor representa a média de 4 repeti¢des (vasos) com 3 plantas cada.

*Meédias seguidas de mesma letra, na linha, nfo diferem entre si pelo teste de Duncan

(p < 0.05)
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4.8.7. Discussio geral

Plantas fixando N, quanto 4 composi¢o na seiva do xilema, podem ser classificadas
como exportadoras de amida ~ ASN, GLN e 4-metilenoglutamina — ou exportadoras de
ureideos — alantoina, 4cido alantéico e citrulina (Schubert, 1986).

Espécies tropicais como a soja, quando fixando Nz, tém como principal constituinte
exportado no xilema os ureideos acido alantdico ¢ alantoina (Streeter, 1972, 1979; McClure &
Israel, 1979; Pate, 1980; Rainbird ef al., 1983), seguido da ASN (Streeter, 1979) e propor¢des
relativamente altas de GLN (Puiatti & Sodek, 1999). Comparados as amidas, os URE sdo
menos soluveis em 4gua e mostram um decréscimo de solubilidade com a diminuicdo da
temperatura (Sprent, 1981). Como moléculas de transporte, os URE sdo mais adequados as
leguminosas de tropicos quentes, onde as temperaturas relativamente mais altas promovem um
aumento da absor¢do de agua e maior solubilidade desses compostos para o transporte interno
(Dakora, 2000).

A composi¢io nitrogenada transportada na seiva do xilema determinada nesse
experimento, confirmam a soja, o feijio-de-corda e o feijao como espécies transportadoras de
ureideos, transporte caracteristico de membros da tribo Phaseoleae (Pate et al., 1980, Sprent,
1981). A composigdo nitrogenada determinada na seiva de xilema de tremogo e da ervilha as
enquadram como transportadores de amidas conforme ja observado por Atkins (1987) e Pate
ef al. (1981). A crotalaria no entanto, apesar de originaria de clima tropical, apresentou as
amidas ASN e GLN como principais produtos de transporte no xilema (tabelas 20, 21, 22, 23,
24 e 25).

As diferengas encontradas na composi¢o de solutos nitrogenados provenientes do
N fixado em leguminosas que produzem ureideos ou amidas, refletem mudancas na expressio
dos genes que codificam as enzimas das vias de biossintese desses compostos (Dakora, 2000).

Leguminosas que produzem amidas mostram atividades mais baixas das enzimas envolvidas
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com a biossintese de ureideos do que as leguminosas que produzem ureideos (Reynolds e al.,
1982a). As diferencas de atividades entre as enzimas indicam que os genes que controlam a
sintese dessas proteinas estdo presentes e funcionalmente expressos em ambos sistemas
simbioticos, ndo existindo nenhuma diferenga enzimitica basica para os dois tipos
caracteristicos de composigio de N translocado no xilema das espécies de leguminosas
{Dakora, 2000).

A queda de GLN juntamente com o teor de URE transportados na seiva do xilema,
nas especies transportadoras de ureideos, ou de GLN nas espécies transportadoras de amidas,
independentemente do aumento da ASN nos tratamentos com NOs ou de sua queda nos
tratamentos com inundag8o, sugere ser GLN do xilema um sinalizador da fixacdo do Ny, a
qual tem sua sintese diminuida em qualquer situagio de estresse no processo de fixagdo
simbidtica de N (tabelas 20, 21, 22, 23, 24, 25).

Os decréscimos em GLN no xilema sempre foram mais acentuados nos tratamentos
com inundacdo, em todas as espécies estudadas, o que possivelmente esteve associado ao
maior efeito desse tratamento sobre a difusdo do O, para o interior dos noédulos, causando
uma queda mais imediata da fixagio de N, e da atividade metabolica do nodulo como um
todo.

A fixagdo simbidtica do N; depende da nitrogenase, enzima sensivel ao O,
localizada no interior do bacteréide. Entretanto, a nitrogenase requer um grande suprimento de
ATP gerado através da fosforilagdo oxidativa. Por esta razio, o O, que a planta prové a
bactéria, ¢ fornecido por meio de um fluxo rapido, mas em baixa concentracdo. A planta
mantém entdc um controle fisiologico sobre a permeabilidade do nodulo 2 difusdo do O,
(Hunt & Layzell, 1993). Em conseqiiéncia, existe um gradiente abrupto de concentracio de O,
entre 0 cortex e os tecidos centrais de nodulos de leguminosas (Witty er al., 1986). A

concentragdo de O; nas células infectadas - 10 - 50 aM - (Kuzma ef al., 1993) é cerca de 10™
128



daquela da superficie do nédulo, 250 pM. Apesar dos gradientes da leg-hemoglobina
oxigenada exercerem um controle fino sobre a concentragio de O, na célula infectada
(Thumfort ef al., 1999), uma barreira fisica & difusdo de gases no cortex interno parece ser o
sitio primario de regulacdo da permeabilidade do nodulo a difusio de gases (Hunt & Layzell,
1993).

A permeabilidade do nodulo ao O, ¢é controlada por dois mecanismos distintos:
adaptacdes de longos periodos, ligadas ao desenvolvimento, como mudangas do numero de
células do cortex intemo, e mecanismos fisioldgicos de curto perfodo, permitindo ajustes
rapidos a mudangas em O € outros pardmetros ambientais (Hunt & Layzell, 1993). Os
mecanismos responsaveis pelo controle de difusio do O, por curtos periodos, sdo pouco
entendidos. A maioria provavelmente envolve mudangas na composigio gis-liquido na rota
que o Oz, € outros gases percorrem ao se difundirem para o interior ou para fora dos noédulos
(Wycoff et al., 1998).

Apesar das redugdes significativas de GLN no xilema da maioria das espécies
submetidas ao NOs, o menor impacto desse tratamento em relagio i inundagio, pode ser
devido ao maior tempo exigido para uma resposta mais intensa ao estresse, relacionado talvez
a absorgdo e metabolizagfio do NOs". O metabolismo diferenciado entre as diferentes espécies,
especialmente as espécies de clima temperado, pode ser outro fator influenciando na reposta.,
visto que tremogo e ervilha ndo nodulados também transportaram niveis relativamente altos de
GLN em relagdo 3 ASN. Ou seja, a resposta menos intensa de GLN em fun¢io do NOs é
resultado da produgdo de GLN pela assimilagio do nitrato em substituigdo a fixacdo de N,.

Por outro lado, Atkins ef al. (1979) consideraram que pela razio de leguminosas
produtoras de amidas transportarem o N fixado principalmente como ASN e GLN no fluxo do
xilema, a composigdo do xilema nfo muda apreciavelmente com a fonte de N, seja 0 Na, NO5',

NH," ou uréia. No entanto, as leguminosas que transportaram ureideos em maior proporgio na
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seiva do xilema, apresentaram uma substitui¢io do alto teor de URE por um aumento em
ASN, mesmo quando a espécie nodulada apresentava teores de GLN maiores em relacio a
ASN, como o feijdo e o feijdo-de-corda. Os resultados podem ser apoiados nas observagdes de
outros trabalhos que consideraram que o suprimento de NOs™ a leguminosa reduz a atividade
da nitrogenase e as proporgdes de NOs/ureideo e ASN/GLN aumentam com o aumento da
concentragéo de NOy” (Atkins et al, 1980z, Pate er al, 1980, Dakora e al., 1992; Drevon et al,
1988a, Eaglesham, 1989; Streeter, 1988).

As formas de N transportadas na seiva do xilema de leguminosas produtoras de
ureideos e amidas sdo no entanto muito similares se dependentes exclusivamente de N
combinado como o NOj, porém diferentes se dependentes da fixaciio simbidtica de N,
(Dakora, 2000).

A ALA e o GABA aumentaram grandemente em todas as espécies com o tratamento
de inundagdo. No entanto, nas espécies em que o aumento de GABA foi muito exXpressivo, o
aumento de ALA foi proporcionalmente menor, como feijdo, ervitha e tremogo, © que sugere
uma adaptacio metabolica diferenciada nessas espécies sob condigBes de hipoxia. Por outro
lado, as quedas de ASN e ASP com o tratamento de inundacfio, podem ser justificadas pelo
menos em parte pelo aumento de ALA ¢ GABA, pois nesse caso, ASN ¢ ASP poderiam ser
fontes de C e N para biossintese desses aminoacidos.

ALA ¢ considerada o terceiro maior produto da fermentagiio em plantas (Smith & ap
Rees, 1979, Reggiani ef al., 1988) provavelmente como uma estratégia para evitar a perda de
C via etanol durante o processo fermentativo (Good & Crosby, 1989). Os carbonos de ALA
sdo derivados do piruvato (Smith & ap Rees, 1979), como sio os dos outros produtos
principais da fermentagdo, etanol e lactato.

Segundo Reggiani er al. (1988) o aumento nos teores de ALA se deve &

mterconversao entre 0s aminoacidos livres. O sistema GS/GOGAT exerce importante funcio
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no acumulo de aminoacidos livres, especialmente ALA ¢ GABA, através de seu envolvimento
na sintese de GLU (Reggiani ef al., 1993; 2000). O grupamento amino de ALA pode ser
doado por transaminacfo, indiretamente com ASP, via ASPAT (Streeter & Thompson, 1972
a,b; Vanlerberghe ef al., 1990; 1991) e, diretamente com GLU (Smith & ap Rees, 1979;
Reggiani ef al, 1988), através da enzima alanina aminotransferase (Good & Crosby, 1989).
Outras possiveis fontes de ALA sdo a B-descarboxilagio do ASP, a aminagio redutiva do PYR
(Vanlerberghe ef al., 1991) e a protedlise (Reggiani ez al., 1988).

Os nodulos de leguminosas acumulam relativamente altas concentragdes de GABA
(Vance & Heickel, 1991), podendo atingir niveis superiores a 20 % do N total do érgiio em
algumas especies (Larher ef al., 1983). Em nodulos foram atribuidas duas funcdes exercidas
pelo GABA: a sintese do GABA pode servir como rota alternativa para a biossintese de
succinato como resultado da limitagdo de o-cetoglutarato desidrogenase (Day & Copeland,
1991; Vance & Heichel, 1991). Outra possibilidade refere-se ao envo}viﬁento do GABA na
regulagdo do pH citoplasmatico, sob condicbes de microanaerobiose ou de anaerobiose
(Streeter & Thompson, 1972b; Roberts ef al., 1992), isto porque durante a sua sintese através
da descarboxilacdo de GLU, ocorre o consumo de proton (Bown & Shelp, 1997, Serraj ef al.,
1998). Outra evidéncia ¢ o aumento da atividade da enzima responsavel pela sua sintese,
glutamato  descarboxilase (GAD) sob baixos valores de pH (Cholewa er al, 1997). A
conversdo de GLU em GABA é aumentada sob condigbes que inibem a sintese de GLN ou
condi¢bes de sintese protéica reduzida ou aumento da degradagdo proteica (Shelp ef al., 1999).

Ao se determinar a possivel influéncia da estirpe ou da cultivar de leguminosa, sobre
os efeitos dos tratamentos com inundagio e com NOs', ndo foi verificada nenhuma alteracio
expressiva para as combinagles entre as cultivares de soja, IAC-17 e Mapple Arrow,

inoculadas com Bradyrhizobium elkanii (estirpe 463) e Rhizobium spp (estirpe 6) (tabela 20)
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ou plantas de feijdo-de-corda cv. Vita 7 inoculadas com Bradyrhizobium spp estirpes USDA
3458 e 6002 (tabela 21). Em todos os sistemas simbidticos houve um decréscimo abrupto do
teor de GLN e de URE ap6s inundagiic do sistema radicular ou aplicagdo do NOj3". O aumento
em ASN foi comum nas associagdes que receberam NOs e os aumentos em ALA e GABA no
tratamento com inundagio.

McClure ef al. (1980) avaliando o conteido de ureideos na seiva de xilema de soja
nodulada, nfio observaram interferéncia de cultivares e/ou de estirpes de rizébio sobre o
conteado relativo de ureideos transportados no xilema. As variagdes encontradas sobre as
propor¢bes de N-ureideoc e N-total no xilema ndo mostraram ser influenciadas
significativamente pela cultivar estudada.

Hungria & Neves (1987) estudaram o efeito de duas estirpes de Rhizobium ¢ a
interagio com duas cultivares de feijio. As estirpes  de rizobio influenciaram
significativamente a nodulagio, taxas de acumulagdo de N, particio de N na parte aérea e
remobilizagio do N nos drgios vegetativos para as sementes. A simbiose mais eficiente em
comparagdo com a menos eficiente mostrou taxas mais altas de redugio de acetileno, menor
evolugio de hidrogénio dos nodulos e taxas mais altas de transporte de N. A composi¢do do N
transportado no xilema foi influenciada pela estirpe e cultivar de feijio. A associagdo mais
eficiente mostrou uma concentragao mais alta de N-ureideos e menores taxas de transporte de
aminoéacidos. Nenhuma diferenca foi encontrada nas concentra¢Oes de N-amida e N-amdnio.

Os resultados obtidos sugerem a existéncia de uma composicdo nitrogenada
caracteristica de transporte de sistema simbidtico eficiente para cada espécie de leguminosa.
As alterages caracteristicas nessa composiciio em funcio de fatores que interferem na fixago
e assimilagdo de N (inundacdo, nitrato) niio sdo influenciadas pela estirpe de bactéria ou

cultivar de leguminosa.
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5. CONCLUSOES

A redugdio e a elevagio dos niveis de GLN no xilema, em soja nodulada, durante
permanéncia das plantas em hidroponia com e sem NOs™ e apés transferéncia para vermiculita
sem N, estdo relacionadas com a deficiéncia e recuperagio do processo de fixacio do

nitrogénio, respectivamente.

A contribui¢Eo do floema para o transporte de GLN no xilema ndo ¢ significatica,

comparada com o nédulo.

A atividade da NADH-GOGAT em nodulos reflete em grande parte os niveis de GLN

transportados na seiva do xilema.

A presenca de GLN na seiva do xilema estid estritamente associada com o

desenvolvimento e atividade metabélica do nddulo.

O nivel de GLN transportado no xilema est4 relacionado com a eficiéncia da fixacgo

simbidtica de Nz em todas as espécies que a transportam,
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