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RESUMO

Crotalaria juncea L. é uma leguminosa amplamente utilizada como adubo verde. O
objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do N-NH.™ sobre o crescimento da planta,
produco de compostos nitrogenados e atividade das enzimas envolvidas na assimilacio do N
nessa espécie. Foram avaliadas as respostas de plantas, inoculadas (I) ou n3o (NI) com
Rhizobium, 3 presenga (+N) ou auséneia {(-N) de NH.". Os experimentos foram conduzidos em
casa de vegetacSo, em vasos contendo vermiculita, os quais foram irrigados com solugio
nutritiva contende (NH;"),;SO4 de modo a fornecer 20 mgN/planta/semana ou com solucdio
nutritiva sem N. Todas as avaliagdes foram realizadas em plantas com 60 dias de idade. A FBN
ndo foi afetada pelo NHy", visto que na presenca deste ion a atividade Nzase nfo foi injbida e
houve aumento de MF e MS de parte aérea, raizes e nodulos. A atividade especifica da GS foi
maior em folhas que em raizes, em todos os tratamentos. As folhas de plantas NI/+N
apresentaram maior atividade de GS e GDH que as de plantas I/+N. Em folhas, raizes e
nodulos de plantas inoculadas (+N ou -N), a atividade especifica de GS foi semethante; no
entanto, no caso de GDH, a atividade foi maior em folhas e raizes de plantas I/-N e em nodulos
de piantas I/+N. Independente do tratamento, em folhas, a atividade especifica da GOGAT-
NADH foi quase nula e a forma predominante da enzima foi aquela dependente de ferredoxina
(GOGAT-Fd). Em geral, folhas de plantas +N apresentaram maiores concentragdes de
pigmentos (clorofila total e carotendides), N total e ALT. Plantas -N, totalmente dependentes
da fixagdo de N, exibiram seiva do xilema com maiores teores de ALT que plantas dos outros
tratamentos, enquanto que plantas +N apresentaram nédulos com maior concentragéio de ALT.
Em geral, ndo foram observadas diferengas entre os {ratamentos, quanto ao contetdo de NH,"
nas diferentes partes da planta. Os teores de URE encontrados foram minimos, confirmando
que o transporte de compostos nitrogenados em seiva de C. Juncea se da na forma de ALT e do

fon NH, ™.



Crotalaria juncea L. is a legume widely used as green manure. The objective of this
work was to obtain basic information on the influence of the N-NH," in the growth and
production of nitrogen compounds and enzymes involved in nitrogen assimilation in this
species. The responses of plants, inoculated (I) or not (NI} with Rhizobium to the presence
(+N} or absence {- N} of NH," were evaluated. The expenments were carried out in a
greenhouse, in pots with vermiculite irrigated with nutrient solution containing (NH. ;S0 in
order to supply 20 mg of N/plant.week or with nutrient solution deprived of N, All the
evaluations were carried out with 60 day old plants. Biological nitrogen fixation was not
affected by NEL", since in the presence of this jon nitrogenase activity was not inhibited and
shoots, roots and nodules fresh and dry mass increased. GS activity was higher in leaves than
in roots, in all the treatments. Leaves of NI/+N plants presented higher GS and GDH activities
than of I/+N plants. GS activity of leaves, roots and nodules of inoculated plants (+N or - N}
was similar. However, GDH specific activity was higher in U-N plants leaves and roots and in
U+N plant nodules. Independent of the treatment, GOGAT-NADH activity in leaves was
almost null and the predominant form of the enzyme was that dependent of ferredoxin
(GOGAT-Fd). In general, +N plant leaves presented higher pigment (total chlorophyl and
carotenoids), total N and amino acids concentration. -N plants, that are fully dependent on N,
fixation, showed xylem sap with bigger amino acid contents than plants of other treatments,
while +N plants presented nodules with bigger amino acid concentration. In general,
differences between the treatments were not observed, as regards the ammonia content in the
different parts of the plant. The levels of ureides found were minimum, confirming that the

transport of nitrogen compounds in xylem sap of C. juncea is based on amino acids and

ammonia.



1. INTRODUCAO

Crotalaria ¢ um dos grandes géneros da familia Leguminosae, cujos representantes sio
nativos da India e Asia Tropical (Pothill, 1982). Crotalaric juncen é uma espécie cultivada no
estado de S&o Paulo e, segundo Bulisani er a/. (1992), tem sido empregada principalmente nas
4reas canavieiras com problemas de nematéides, por acarretar a diminui¢o da populaciio deste

organismo no solo visto que ¢ considerada “m4” hospedeira de nematéides formadores de

galhas (Calegari ef al., 1992).

Embora se considere como adubagio verde a incorporagdo ac solo de fitomassa de
espécies vegetais distintas, as leguminosas sio as mais diﬁmdidas para e¢ssa finalidade, por
apresentarem sistema radicular geralmente profundo e ramificado, com capacidade de fixar o
N; atmosférico, mediante associacio com bactérias de diferentes géneros da familia
Rhizobiaceae. Essas caracteristicas possibilitam, as leguminosas, a extracdo de elementos
menos soliveis ¢ a mobilizagiio de nutrientes das camadas mais profundas do solo, tornando-os
disponiveis as culturas econdmicas apds sua decomposigio (Dourado ef al,, 2001). Embora
apresente muitas vantagens, a pratica da adubagio verde ainda é pouco utilizada pelos
agricultores, principalmente durante o verdo, pois para eles o cultivo de uma especie de adubo
verde ndo propicia retorno econdmico imediato, ou seja, ocupa ¢ espago de outra cultura

rentavel. Isto ocorre em fun¢do do desconhecimento das vantagens que justificam essa pratica.

Dentre as diversas leguminosas utilizadas como adubo verde, a crotalaria é muito
eficiente como produtora de massa vegetal e como fixadora de N (Dourado er al., 2001).
Wutke ef al. (1993) afirmaram que plantas de C. juncea podem incorporar ao solo, pela
fixagdo, de 150 a 165 kg N/ha.ano, podendo chegar a 450 kg N/ha.ano em certas ocasides,

produzindo 10 a 15 toneladas de matéria seca, correspondendo a 41 kg PoOs/ha ¢ 217 kg
i



K20/ha. Aocs 130 dias de idade estas plantas podem apresentar rafzes na profundidade de até
4,5 m, sendo que 79% de sua massa se encontram nos primeiros 30 cm. Ha ainda evidéncias de
beneficios das excreges radiculares na sucessio crotalaria - cana-de-agucar, ¢ ainda, de efeitos

alelopaticos de crotalaria sobre a tiririca (Wutke ef al, 1993),

ASSOCIACAQ RIZOBIO-LEGUMINOSA

A associagBo rizdbio-leguminosa envolve vérias etapas, qﬁe tém como inicio o
processo de reconhecimento e troca de sinais moleculares entre 3 planta hospedeira & os
microssimbiontes. Apés a infecgio, o movimento das bactérias pode se dar via espagos
intercelulares (Vander-Broe & Vanderleyden, 1995), ou pelo interior das células, formando ou
ndgo filamento de infecgio (Turgeon & Bawer, 1985). Quando presente, este filamento &
composto por uma parede tubular que envolve uma matriz na qual estdo embebidos os rizobios
(Bradley ef al, 1988). As bactérias se multiplicam no interior do filamento, que se estende
penetrando através e/ou entre as células do cortex da raiz (Sprent & Faria, 1989).
Simultaneamente ac processo de infecgdo, células corticais sdo mitoticamente ativadas, dando
origem aos primérdios nodulares. Os filamentos de infeccdo se desenvolvem em diregio aos
primérdios e as bactérias s&o liberadas no citoplasma das células da planta (Newcomb, 1976).
Esta regido do citoplasma ¢ entfio contornada por uma membrana produzida pela planta,
denominada membrana peribacteroidal (MPB) (Moreau ef al., 1996). Durante a prolifera¢do no
interior das raizes, as bactérias sofrem varias modificagdes morfologicas e fisioldgicas,
passando a ser chamadas de bactersides. Neste estadio, os bacterdides sintetizam a enzima
nitrogenase (Naase, EC 1.18.6.1), e o primeiro produto estavel do processo de fixacio do N3, o

ion NHy', € exportado através da MPB para o citossol da célula da planta hospedeira, onde é

2



assimilado e usado na sintese do N orgénico que serd transportado para a parte adrea
(Bergersen & Turner, 1967; Kennedy ef al. 1975, Tajima ef al. 2000). Ao mesmo tempo h4 a
sintese de uma proteina chamada leghemoglobina (legHb), que da aos nodulos a cor rosa e €
considerada um pré-requisito para que a fixac3io de N; ocorra. A legHb localiza-se no citossol
da planta hospedeira ¢ sua principal funcio parece ser a manutencdo da difusio de Oy em taxas
cuidadosamente controladas, de modo a permitir 3 respiragio do bacterbide e impedir 2
inativagio da Nyase. As reagBes de assimilagio do N sio mediadas pelas enzimas GLN
sintetase (GS) e GLU sintase (GOGAT), que produzem GLN e GLU a partir de o-KG e NH,"
(Miflin & Lea, 1982; Pawlowski, 1997: Becker of ai., 2600},

Como a associagho depende de uma troca de C e N entre a pianta hospedeira ¢ os
bacterGides, a planta fornece para os nodulos esqueletos de carbono provenientes da
fotossintese. Os fotossintatos transportados, via floema, sdo utilizados para manutengio do
crescimente dos nodulos, como fonte de poder redutor ¢ ATP necessarios & reducio de N; a
NH," ¢ como esqueletos de carbono necessarios 3 formagdo dos compostos organicos
nitrogenados (Dixon & Wheeler, 1986).

A realizac8o de pesquisas relacionadas 2 FBN tem grande importéncia econdmica para
¢ Brasil que pode ser exemplificada pelos resultados obtidos com a cultura de soja. Devido ao
melhoramento vegetal da mesma e i selecdo de rizobios adaptados as condi¢des brasileiras,
hoje se dispensa qualquer tipo de adubo nitrogenado e anualmente, retornam ao sistema solo-
planta, um montante de N equivalente a bilhdes de ddlares (IPT, 1989). Frente a este aspecto, a
associagdo rizobio-leguminosa € a que apresenta maior expressdo nos estudos atuais de
processos microbioldgicos (Cherney & Duxbury, 1994; Massonneau, et al, 2001). Por outro
lado, de um modo geral os teores de N nos solos brasileiros ndo sio elevados. Com 2

intensificacfio da agricultura, as exigéncias em N e a remogdo deste mineral do solo sio



maiores e, conseqiientemente, caso o N retirado pelas plantas nfo seja reposto, o seu teor
decrescera ao longo dos anos.

A utilizagiio de leguminosas fixadoras de N, para adubagfo verde, propicia a
recuperacdo da fertilidade do solo via sumento da incorporagdo da matéria orginica. A
quantidade de N que as plantas utilizadas como adubo verde poderfio fornecer 2 cultura
subseqiiente, sera dependente de suz capacidade de fixagdo de Ny e da eficibneia da

assimilagdo do NH," proveniente deste processo.

METABOLISMO DO NITROGENIO

As respostas metabolicas e de crescimento de determinada espécie de planta, frente as
formas de N, podem estar associadas as diferentes etapas da aquisicio e assimilagdo,
envolvendo processos metabélicos distintos e niveis de organizagio. O desempenho ecolédgico
das espécies resulta da interag8o entre o genoma, os recursos disponiveis, tais como nutrientes,
e as condi¢gdes ambientais.

A disponibilidade de N ¢ considerada um dos principais fatores limitantes ao
crescimento das plantas (Bloom, 1988). De acordo com Marschner (1995), a maioria das
plantas obtém N a partir da solugdo do solo, através das raizes, na forma dos ions inorganicos
NH." e nitrato (NOs), ou a partir do N; atmosférico via associagio simbidtica. Por outro lado,
as plantas também sdo capazes de utilizar eficientemente formas orgénicas como uréia ¢ aa
{(Pabby ef al., 2001).

Em comunidades naturais a principal fonte de NH," & representada pelo processo de

amontficacdo do N orgénico por microorganismos heterotréficos (Frechilla ef al. 2000). O



NH," formado é rapidamente oxidado a NOs™ por bactérias especificas do solo, de ampla
distribuig8o, pertencentes aos géneros Nitrosomonas e Nitrobacter (Oaks, 1992),

Outro processo significativo é o de conversic da molécula inerte de N, a W reduzido
(NH."), por meic da fixacio biclogica de N, realizada por Organismos procariontes de vida
livre ou em associacdes diversas com fungos e plantas de diferentes grupos taxondmicos
(Marschner, 1995; Bladergroen & Spaink, 1998; Hodge ef al., 2000).

Existem estimativas de que, em escala global, 2 absorgio de NO;* produza uma
quantidade de N-orgénico aproximadamente 100 vezes maior do que a fixagfio biolégica
Solomonson & Barber (1990). Segundo Crawford & Arst (1993}, o NOy™ ¢ a principal forma
absorvida de N da biosfera. Entretanto, estimando a assimilacdo primaria global de N pelos
organismos fotossintetizantes, Raven er o/ (1993) concluiram que o NHs/ NH,™ representam a
fonte dominante de N no mar, na terra e em aguas continentais.

Um aspecto que influencia de modo significativo a disponibilidade dos fons inorgénicos
para as plantas € a sua mobilidade no solo. Enquanto o NO; ¢ facilmente transportado por
difusdo e fluxo de massa, o NH,™ é um ion com pouca mobilidade, principalmente em solos
com grande capacidade de troca catidnica (Blomm, 1988). A absorcio de NH," é geralmente
favorecida pela elevagic do pH, enquanto que a absorgio de NO;™ € favorecida pelo aumento
da acidez do meio (Reisenauer, 1978).

As diferengas de potencial elétrico que se estabelecem através da plasmalema e do
tonoplasto das células vegetais sdo continuamente geradas por ATPases das membranas, que
operam como bombas de prétons (H” -ATPases). O transporte de muitos solutos (ions,
metabélitos e outros) para dentro e para fora da célula envolve transportadores secundarios,
cuja capacidade de funcionamento encontra-se diretamente dependente da forga proton-motiva

das H' -ATPases. A absorgio de NO5", por exemplo, depende de carreadores que funcionam em

simporte com H (Burity e al, 1999).



As taxas de crescimento das raizes g, conseqlientemente, a capacidade de exploracio de
novas regifes do solo sfo importantes para a absorgdo do NH', devido 3 relativa imobilidade
deste fon no solo. A absorciio de NH,™ favorece a absor¢dio de 4nions como PO, e S0 e
diminui 2 absorgdo de cations divalentes (Ca®™ e Mg®). Outro efeito importante do NH. é a
propuseram que o declinio acentuado na absorcio de K acarretado pelo NHL", quando fonte
exclusiva de N, desfavorece a propria absorgiio de NFL™ devido & restricio da transferéncia de
aa do simplasto das raizes para o xilema. Assim, plantas de soja deficientes em N e supridas
com NH," isoladamente, apresentam baixas taxas de absorgdo de NH,™ por unidade de massa

radicular (taxa de absorcio especifica), além de uma expressiva redugic no crescimento

radicular (Saravitz ef al., 1994).

ASSIMILACAQ DO NH,'

O NH," € continuamente formado durante vérios processos metabolices, como por
exemplo, via fixagdo do N atmosférico e redugiio do NGOy, além de ser também formado no
processo de fotorrespiraciio. A quebra de ASN, ARG e URE também pode liberar NH;", bem
como o catabolismo de proteinas (Lea, 1993),

E importante salientar que elevadas concentragdes de NH4" nos tecidos, podem ser
consideradas toxicas para o vegetal (Ishiyama ef al,1998; Cheng et al,1999; Turano &
Muchitch, 1999). Essa toxicidade pode ser, em parte, devida 3 inibicio da formacio de ATP
nos cloroplastos ¢ nas mitocondrias (Salisbury & Ross, 1992).

O NH." resultante dos processos metabdlicos & convertido 2 GLN que ¢ uma das

amidas mais importantes encontradas em plantas. Esta & formada pela adicdo de um grupe NH,
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a0 grupo carboxilico do GLU. Essa reagiio necessita da enzima glutarmina sintetase (GS, EC
6.3.1.2) e de GLU, que ¢ fornecido via aclo de uma outra enzima, a GLU sintase (GOGAT).
Esta Gitima transfere o grupo amida da GLN para © acido 6-KG, formando duas moléculas de
GLU. Uma molécula de GLU ¢ utilizada na reagdo da GS, indicando que essas duas enzimas
trabalham em conjunto. A outrs molécula de GLU pode participar de outros processos na
planta, como biossintese de proteinas, acidos aucléicos, etc. A assimilacio do NH. necessita
de um agente redutor capaz de doar dois elétrons, sendo a ferredoxina nos cloroplastos
(GOGAT-Fd, EC.14.7.1) e NADH (NADH-GOGAT, E.C.1.4.1.14) ou NADPH (NADPH-
GOGAT, E.C.1.4.1.13) nos proplastideos das células ndo fotossintetizantes {(Oaks, 1994h;

Trepp ef al., 1999, Sumki ef al, 2001). De maneira resumida, as reagGes catalisadas pela

GS/GOGAT podem ser descritas como segue:

GLU + NH," + ATP-——--GS GLN + ADP +Pj

o-KG + NADPH + H + GLN--—-GOGAT -2 GLU + NADP"

A GS possui alta afinidade pelo NHy (K, 3-5 uM), estando presente em todos os
tecidos vegetais. Nas plantas superiores, GS ¢ uma proteina com massa molecular de 350-400
KDa (Lea, 1993). Em folhas, foram isoladas duas isoenzimas: GS1 (citoplasma) e GS2
(cloroplasto} (Lea, 1993). A proporcio de GS; e GS, pode variar com a espécie, estadio de
desenvolvimento ¢ condicbes ambientais (Scheley er al, 1992; Lam er al, 1996). Ha
indicagdes, via emprego de plantas mutantes, de que a isoenzima GS, desempenha duas
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fungBes nas folhas: 1) pa assimilacio do NH,", oriundo da reducio do nitrito nos plastidics e
2) assimilacio do NH; fotorrespirado (Lam ef al, 1995). O aparecimento da GS
cloroplastidica nas folhas ¢ aparentemente, regulado pela luz, além de estabelecer ums
correlagBo com a capacidade fotorrespiratéria (Migge et al., 2000; Fuentes ef ol 2001).

Estudos feitos por Seith ef al. (1994) com Pinus syivestris, um vegetal gue possui a
capacidade de assimilar o NH," atmosférico, evidenciaram que niveis altos de GS poderiam ser
encontrados no iratamento controle, isto &, aguele sem adigiio de sais nitrogenados, sugerindo
que a GS estaria relacionada com a reassimilagio da aménia endbégena. Esses mesmos autores
demonstraram que o aparecimento da GS era vinculado 3 luz.

Lea & Miflin (1974) identificaram GOGAT-Fd no cloroplasto de folhas de ervithas e
Wallsgrove er al. (1982) purificaram e caracterizaram ests enzima em folhas de feijgo, com
massa molecular estimada entre 125 2 130 KDa. A GOGAT-Fd representa a principal isoforma
em folhas crescidas & qu_; ¢ ativa na reassimilagio do NH;" na fotorrespiragdo e pode ainda
estar envolvida na incorporacio do NH;' derivado da redugdo de NOs™ ou da degradacdo de
compostos nitrogenados (Suzuki e7 al.,1987: Cordovilla ef al., 2000; Suzuki ef al,2001).
GOGAT-Fd também tem sido encontrada em raizes e nodulos de soja (Cordovilla ef al., 2000),
onde o papel fisiolégico ainda ndo estd claro. A presenca de GOGAT-Fd ¢ restrita a plantas
superiores, algas e cianobactérias, enquanto que formas NAD(P)H-GOGAT foram
identificadas em plantas, bactérias e fungos. Existe forte evidéncia fisicoquimica, imunoldgica
e genética de que as atividades de NAD(P)H/Fd-GOGAT sio catalisadas por diferentes
proteinas (Cordovilla et al., 2000).

Antes da descoberta das enzimas GS/GOGAT, acreditava-se que o NH," era
incorporadc na forma orghnica via aminagdo redutiva do 2-oxoglutarato, catalisada pela
enzima GLU desidrogenase (GDH, EC 1.4.1.2) (Schoenbeck et al, 2000). Trabalhos

realizados com Arabidopsis thaliana sugeriram um duplo papel para essa enzima. Na presenca
8



de altas concentragbes de NH.", a GDH atuaria no sentido da assimilagio do NH,', enquanto
que a GDH-desaminante, forneceria esqueletos carbdnicos quando existissem concentragSes
menores desse ion. Assim, 2 GDH faria uma ligagBo entre o metabolismo de carboidratos e o

de aa (Caromaerts & Jacobs, 1985).

As possiveis reagBes dessa enzima estio sumarizadas da seguinte forma:

@-KG+NHy" + NADH + H' —-GDH —GLU + NAD" + 15,0

Entretanto, atualmente tem sido considerads a hi;;(’}tese de que & principal funcio dessa
enzima esteja relacionada 20 catabolismo do GLU, formando 2-oxoglutarato, o qual podera ser
utilizado no ciclo de Krebs (Lea, 1993). Existem duas formas de GDH, uma mitocondral, que
necessita de NADH e outra cloroplastidica que requer NADPH (Sechley ef al,1992).

Embora a tendéncia recente esteja voltada para a idéia de que GDH funcionaria
principalmente no sentido da quebra do GLU, muitos pesquisadores acreditam que o papel da
GDH ainda no esteja totalmente esclarecido (Oaks, 1995).

Trabalhos que utilizaram culturas de céhilas de cenoura (Dacus carota L. cv.
Chantenay) em suspensfio, mostraram que a GDH parece ter a fungdo de oxidagio do GLU,
fornecendo esqueletos de carbono suficientes para um efetivo funcionamento do ciclo de Krebs
(Robinson ef al., 1992). Esse papel catabolico da GDH implicaria numa importante funcio
reguladora dos metabolismos de carbono e N. Uma outra evidéncia para essa hipétese, do
papel da GDH desaminante, seria que nfio houve assimilagdo de NH," sob condigBes onde a
GS foi inibida, mesmo quando as células foram supridas com excesso de 2-oxoglutarato. Se
GS estivesse ativa, o NH, ™ seria detectado no grupo N-amida da GLN e se GS fosse inibida, o

NH," seria liberado para o meio. Portanto, a GDH, nesse modelo, pareceu catalisar a oxidacio



do GLU em resposta a uma deficiéncia de carbono nas células de cenoura {Robinson ef al.
1991). A atividade enzimatica de GDH, em ambas as diregdes da reagio, bem como o padri
isoenzimatico, variam em fungiio da espécie vegetal, da nutricio nitrogenada e d

disponibilidade de carbono ¢ energia (Srivastava & Singh, 1987).
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2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento detalbado do processo de fixacho biologica, da assimilagio e do
transporte de mitrogénio em C. jumcea, na presenca ou auséncia de N mineral, podera
possibilitar a elaboracdo de estratégias para o cultivo mais eficiente desta espécie, visando a
produgfo de fibras ou como adubo verde. No trabalho de mestrado, cujo titulo foi "Fixacio de
Nz em Crofalaria juncea 1. efeito de NOy e NH,", foram realizados expenimentos com
plantas de crotalaria, inoculadas com estirpe de Rhizobium, que foram tratadas com solucio
nutritiva sem N {controle) ou contendo N mineral na formsa de W03 ou NHy . As plantas gue
receberam NH, apresentaram crescimento superior a0 de plantas controle (-I) em todas as
idades (incremento lem altura e MS). Houve formacio de nddulos em todos os tratamentos,
sendo que plantas que receberam N/NH," apresentaram maior nodulagio até 90 dias apés o
plantio (DAP). Houve maior incremento no teor de N até os 60 DAP, sendo que a atividade da
Nrase ndo variou dos 60 aos 90 DAP. A partir destes resultados decidiu-se, no doutorado, dar
continuidade & pesquisa da fixagio avaliando as reagdes de assimilacdo de N em plantas de C.

Juncea, inoculadas ou ndo, cultivadas na auséncia de N ou tratadas com N-NH,".
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da inoculagio, na auséneia ou presenca
de N-NH,", sobre o crescimento de plantas de C. juncea, as enzimas envolvidas na assimilacio

do N e o teor enddgeno de moléculas nitrogenadas importantes em folhas, raizes, nédulos e

seiva do xilema.
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1. Condicdes de cultive

Foram utilizadas sementes de Crofalaria juncea L. (IAC-1), fornecidas pelo Centro de
Anglise e Pesquisa Tecnoldgica do Agronegécio dos Grios e Fibras, do Instituto Agrondmico
de Campinas (IAC).

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, do Departamento de
Fisiologia Vegetal da UNICAMP, entre fevereiro e junho de 1998, sob regime de huz natural e
temperatura media didria no pericdo variande de 27°C {minima) a 39°C {méxima). As
sementes de C. juncea L., ap6s selecionadas e uniformizadas quantc ao tamanho, foram
semeadas diretamente em vasos plasticos com 1,5 L de capacidade, contendo vermiculita
previamente lavada. Apos a semeadura (4 sementes por vaso), foi feita a inoculagdo com 2 mL
de suspensdo de uma estirpe de rizébio isolada de nodulos de Crotalaria retusa (Mendonga et
al., 1999) em 2/3 do total das plantas. Uma semana apds, fez-se o desbaste, mantendo-se
apenas uma planta/vaso, seguido de nova incculacio na mesma dose e suspensio anterior.
Nesta ocasio, todas as plantas receberam uma dose inicial de 100 mL/vaso de solucdo

completa de Hoagland & Arnon (1938).

4.2. Delineamento estatistice e tratamentos realizados
Foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente casualizado, com 3 repeticdes (9

plantas), em todos os experimentos. Os tratamentos foram constituidos de-
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® Tratamento 1 (/"NH.): as plantas foram inoculadas com suspensdo de rizdbio e
receberam, semanalmente, 100 mL de solucdo nutritiva sem N (Faria ef al., 1988).

& Tratamento 2 (I4NH.): as plantas foram inoculadas com suspensdo de rizdbio e
receberam, semanalmente, 100 mL de solucio nutritiva com adicio de (NH,"),80, de modo a
fornecer 20 mg de N/planta.

° Tratamento 3 (NI/+NH,"): as plantas nfio foram inoculadas o receberam, semanalmente,

106 mL de solugdo nutritiva com adigio de (NH,),SO. de modo a formecer 20 mg de

Niplanta,

4.3 Medidas de crescimento

Aos 60 dias da semeadura, foram coletadas 9 plantas por tratamento (1 por repetigio) e
estas separadas em parte aérea (folhas + caule), raizes e nodulos radiculares. Apds
determinacdo da massa fresca (MF), as partes da planta foram acondicionados em sacos de
papel e mantidas em estufa, com circulagio forcada de ar, a 65°C durante 72h para a

determinagdo da massa seca (MS). Foi realizada a moagem de folhas, raizes e nodulos e estes

reservados para determinacio de N total.

4.4. Analise estatistica dos resultados
As andlises ¢ atividades das enzimas, sempre que possivel, foram feitas em triplicata.
As médias dos resultados obtidos, em cada tipo de determinagio, foram submetidas & analise

de varidncia e as diferencas significativas foram determinadas pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade (Snedecor, 1967),

14



4.5, Extracéo das proteinas sohiveis

Cada parte da planta foi pesada individuaiménte uma amostra de 1 g de MF, sendo
macerada em almofariz com N liquido. Apds transformads em p& fino, cada amostra foi
vertida em tubo de centrifuga, e misturada com 5 mL de tampdo de extragiio, constituido por
imidazol 0,05 M, pH 7,9, contendo 5 mM de ditiotreitol (DTT). A seguir foram realizadas duas
centrifugacBes de 13.800 x g (rotor JA21 - Beckman) a 4°C. Apos a primeira centrifugacio de
30 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo entio centrifugado por mais
10 minutos (Farnden & Robertson, 1980). O segundo sobrenadante coletado, sempre mantido

em gelo, foi dessalinizado em coluna PDI10 e utilizado para as determinagbes de proteinas

soliveis e atividades enzimaticas.

4.5.1. Quantificacdo das proteinas soldveis

A determinagio do teor de proteinas soliiveis foi realizada nos extratos utilizados para
avaliagio das atividades especificas de GS, GDH-NADH, GOGAT-NADH e GOGAT-Fd. O
método empregado foi o de Bradford (1976) e as leituras da absorbancia, a 595 nm, foram

efetuadas 5 minutos apds a adicdo de 5 mL do reagente de Bradford sobre 100 L do extrato.

Albumina de soro bovino foi utilizada como padrio.

4.5.2. Determinacio da atividade especifica da GS
A atividade da GS foi determinada pelo método transferase utilizando-se hidroxilamina
como substrato, ao invés do ion NH,". O produto da reagdo, v-glutamil-hidroxamato, foi

quantificado por meio da reagio com cloreto férrico acidificado {Farnden & Robertson, 1980).
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O volume total da reagio foi de 0,5 mlL, contendo 0.1 mM de tampdo imidazol, pH 7,3,
48 mM de hidroxilamina, 40 mM  de MgCl,, 20 mM de GLU e 50 mM de ATP. A reacio foi
iniciada com a adigio de 150 pulL do extrato, incubada 2 30°C e interrompida ap6s-60 minutos
com 2 adig@o de 1 mL do reagente contendo cloreto férrico (0,67 M de cloreto férrico, 0,37
mM de HCI ¢ 20% de acido tricloroacético — m/v). As proteinas precipitadas foram removidas
por centrifugagiio 2 10.000 x g ¢ a absorbincia do sobrenadante foi medida em 540 nm. A
curva de calibragio foi construida utilizando-se y-glutamil-hidroxamato como padric (Farnden
& Robertson, 1980; Perez-Soba ef af, 1994,

A atividade da GS fol expressa em pmol de y-glutamil-hidroxamate produzido por

hora, por mg de proteina solivel {umol GGH/h.mg prot. ).

4.5.3. Determinaciio da atividade especifica da GDH -NADH

A atividade da enzima GDH foi quantificada por meio da oxidagdo do NADH no meio
de reacdo, de acordo com Cammaerts & Jacobs (1985). © volume total da reaciio foi de 3 mL,
contendo tampdo Tris 100 mM, pH 8,2, 150 mM de (NH 2804, 20 mM de 2-oxoglutarato, 1
mM de CaCl; e 0,14 mM de NADH.

A reago foi iniciada com a adigio de 500 L do extrato e a absorbancia foi lida a 340
nm, Jogo em seguida e 10 minutos apos o inicio da reagdio, que foi mantida a temperatura de
30°C. O branco nio continha 2-oxoglutarato (Schiee ef af., 1994).

A atividade da GDH foi expressa em umol de NADH oxidado por hora, por mg de

proteinas (umol NADH/h.mg prot.).
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4.5.4, Determinacic da atividade especifica da GOGAT-NADH

A atividade da enzima GOGAT foi determinada espectrofotometricamente a 30°C,
monitorando-se a oxidagio do NADH a 340 nm, como descrito por Hungria ef a/. {1991).

O volume total da reagiio foi de 3 mL, contendo tampao Tris/HCL 50 mM, pH 7,5, 50
mM de GLN, 100 mM de 2-oxoglutarato ¢ 1 mM de NADH.

A reaglo foi iniciada com a adicio de 600 Ul do extrato e a mistura mantida a 30°C.
Aliquotas da amostra foram coletadas aos 0, 15 e 30 minutos apss a adigo do extrato e 2
absorbéncia foi lida a 340 nm.

A atividade da GOGAT foi expressa em umol de NADH consumido por hora, por mg

de proteinas (umol NADH/h.mg prot.).

4.3.3. Determinacio da atividade especifica da GOGAT-Fd

Para a determinagio da enzima GLU Sintase dependente de ferredoxina, metil
viologénio reduzido foi usado como doador de elétrons no lugar de ferredoxina (Matoh ef gl
1979). O ensaio continha, em um volume total de 375 ul, 7 mM de GLN, 6 mM de 2-
oxoglutarato, 100 mM de fosfato de potéssio (pH 7,5), 12 mM de metil viologénio e 100 ul de
extrato. Apos a pré-incubacgio a 25°C por 5 minutos a reagdo foi iniciada com 25 uL de agente
redutor (50 mg de Na;$:0; ¢ 50 mg de NaHCO; em 1 ml de agua). A reagdo foi interrompida
ap6s 20 minutos pela adicdo de 250 L de metanol e agitacdo vigorosa. O GLU formado pela
reacdo foi separado da GLN em uma coluna cromatografica de troca anidnica Dowex acetato
(100-200 pm), previamente equilibrada com 0,1% (v/v) de 4cido acético (Matoh et al., 1986),

A GLN foi eluida da coluna com 4 mL de dgua e o GLU eluido em 1,5 mlL com acido acético 3

M. Este método resultou em uma recuperacio de 95-97% do GLU.
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O GLU foi quantificado usando-se ninhidrina conforme o método de Matoh ef af.
{1979). Uma aliquota de 0,33 mL do eluato foi misturado com 0,66 mL da soluciic de
ninhidrina {0,4 g de ninhidrina, 1 g de CdCl,, 80 mL de stanol a 95%, 10 mL de 4cido acético,
20 mL agua) ¢ incubado junto com o padrio de GLU por 10 minutos 2 80°C. A absorbincia foi
medida a 506 nm.

A atividade da GOGAT-Fd foi expressa em umol de GLU por hora, por mg de

proteinas (umol GLU/h.mg prot.).

4.6. Atividade especifica da nitrogenase (ARA)

Para avaliar a eficiéncia dos nodulos radiculares quanto i fixac8o de Ny, foi feita a
determinacio da atividade especifica da Noase, utilizando-se a técnica de reduciio de acetileno
(ARA), como descrita por Hardy ef al (1968), com algumas modificagdes, utilizando-se
plantas intactas (Gomes & Sodek, 1987).

Plantas com nédulos radiculares foram mantidas em vasos e estes envolvidos com
sacos plasticos e fechados hermeticamente ao redor do caule. Os sacos possufam uma rolha de
borracha que permitia a retirada, com seringa, de 10% da atmosfera interior e o preenchimento
do mesmo volume com acetileno purc. Foram feitas medidas preliminares do etileno liberado
de 10 em 10 minutos para verifica¢dio da atividade da Nsase. Foi constatado que a liberagiio do
etileno era linear e crescente durante 3 %4 horas. Com base nestes dados, foram estabelecidos
intervalos de 0, 30 ¢ 60 minutos de incubagio. Para a dosagem da quantidade de etileno
liberada, amostras de 0,5 mL foram retiradas dos frascos e injetadas em um aparetho de
cromatografia gasosa (Shimadzu GC-14B) com detector de ionizacio de chama, utilizando-se

uma coluna “HayeSepT”. O gas de arraste utilizado foi N, a um fluxo de 20 mL/minuto. As
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temperaturas mantidas no aparetho foram 80°C para a coluna, 100°C no mjetor & 150°C no
detector. Para preparaciio dos padrdes foram utilizados etileno e acetileno puros, ambos da
White Martins.

As avaliagBes quantitativas do etileno liberado no interior dos vasos foram feitas a

partir da comparag8o com o padrio de etileno, e os dados transformados em umol de etileno/h.

g MF de noduios.

4.7. Teor de pigmentos fotossintéticos

A determinacio de pigmentos foi realizada de acordo com Hiscox & Israelstam (1979).
Amostras de 0,5 g de tecido fresco de folhas foram coletadas em frascos escuros contendo 7
ml. de DMSO e mantidas em banho-maria a 65°C por 30 minutos. A coleta dos tecidos
vegetais for realizada em triplicata em cada experimento. Todo o processo de extracdo e
manipulagio dos extratos contendo os pigmentos fotossintéticos foi realizado na penumbra.

A absorbéncia da clorofila a foi lida em 661,6 nmy; da clorofila 5 em 644,8 nm ¢ a dos
carotenoides em 470 nm. Os calculos da concentragio das clorofilas a (Ca), B (GCo), a+b (Coun)
e dos carotendides (C.) foram realizados de acordo com as equagdes definidas em
Lichtenthaler (1987). As concentracdes obtidas pela insercdo dos valores da absorbancia nas
equagOes apresentadas a seguir foram expressas em pig por mL do extrato:

Co=1L24 4616204 Aeuz

Co=20,13 . 4 6445 4,19 . 4 ¢616

Ca+v=7,05 . A 6616+ 18,09 . 4 sasz

Co= (1000 . 4 45— 1,90 C,— 63,14 C;)/ 214
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0 teor de clorofilas ou carotendides dos tecidos foi expresso em pg do pigmento por

mg de MF.

4.8. Teor de N total

Amostras de 0,1 g de material vegetal seco (folhas, raizes ou nddulos), foram
envolvidas em pequenos lengos de papel e transferidas para tubos de digestfio (tips Folin-Wu),
contendo 1g de mistura digestora (1000 g de K,80, + 100 g de CuSO4.5H;0 + 10 g de Se) e
3,0 mL de acido sulfirico concentrado. Um pequenc funil foi colocado sobre cada tubo,
visando garantir um refluxo eficiente do lquido durante a digestdo e minimizar as perdas do
acido. Os tubos foram colocados em um bloco digestor e aquecidos lentamente a 360°C, e as
amostras foram digeridas a0 ponto de ebulicio da mistura por aproximadamente 60 minutos,
até a obtencdo de um extrato incolor. Os tubos foram esfriados & temperatura ambiente e o
extrato usado para a dosagem de N.

A determinacio do N total foi feita pelo método de Kjeldahl, conforme descrito por
Nelson & Sommers (1973). Dessa forma, no destilador, foram adicionados 15 mL de NaOH 10
N a0 tubo de digestdo, 20 mL de solugio de acido borico-indicador 2 2% {80 g de 4cido borico
em agua destilada aquecida a 60-70°C) e 0,8 mL de mistura indicadora (0,30 g de verde de
bromocresol + 0,165 g de vermelho de metila em 0,5 mL de etanol). Por este método, o N
orgnico ¢ convertido a sulfato de NH," através da oxidagio da matéria orgénica com H;SOs e
H>0: a quente. Para a titulacio do NH," o procedimento foi feito em aparelho de titulagio

(Mod. 775 Dosimat ~ METROHM) com solugfio de H,SO4 0,07143 N e o teor de N assim

determinado.
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A quantidade de N total de cada amostra, foi calculada pela seguinte formula;

mg N/g MS= mL H,SO4 (amostra) - mL H,SO0, {branco) x FC (0,07)

4.9. Extracio de solutos de tecidos vegetais por MCW

Amostras de material vegetal seco em estufz 65°C, foram homogeneizadas em 5,0 mL
de solugdo MCW (metanol:.cloroformio:agua, 12:5:3 v/viv), conforme Bieleski & Turner
(1966) e deixadas em tepouso por 12 horas. O homogeneizado foi ceninfugado a 2.000 x g por
30 minutos ¢ coletado o sobrenadante. A 40 mL do sobrenadante de cada amostra foram
adicionados 1,0 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada para a separacio da fase

aquosa, utilizada para realizagio das dosagens, de carboidratos, URE, ALT, NH;" livre,

4.9.1. Teor de carboidratos

Os teores de sacarose foram determinados de acordo com o método proposto por Handel
(1968), onde a amostra e padrdes (20-100 ug de sacarose) foi adicionado KOH a 30%, em
soluco aquosa. Estes tubos foram incubados em banho-mariz a 100°C, por 10 minutos e
resfriados a temperatura ambiente. Foram adicionados 3 mL do reagente de antrona {antrona a
0,15% em HS804 a 70%) a cada tubo e estes agitados e mantidos em banho a 40°C por 15
minutos. A absorbancia foi lida a 620 nm e o resultado eXpresso em pug sacarose/mg MS.

O teor de agucares soliiveis totais foi medido segundo o método de Graham & Smydzuk

(1965). A 1,0 mlL da fragdo a ser dosada, foram adicionados 2,0 mL de solucio de antrona a
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0,2% em &cide suifirico. A mistura foi agitada e aquecida a 90°C por 20 minutos. As leituras
foram efetuadas em espectrofotdémetro a 620 nm.

Os valores de absorbancia obtidos foram relacionados com 2 concentracic de aclicares
totais por meio de uma curva padrio preparada com glicose, na faixa de 10-50 ug/ml. Os

valores das concentracBes de aclicares foram expressos como pg de glicose/mg MS.

4.9.2. Teor de ureidess totais

A determinacio dos URE em seiva ou extrato em MCW foi feita em triplicata para cada
tratamento, pelo método colorimétrico de Vogels & Van Der Drift (1970), através da hidrélise
basica e 4cida dos URE, seguida de reacio com fenil-hidrazina e Ks[FCNg).

De acordo com este método, 25 uL da amostra foram misturados a 0,25 mL de NaOH
0,5 N e 0,5 mL de agua destilada. A hidrélise alcalina foi obtida quando os reagentes foram
aquecidos em banho-maria a 100°C, por 8 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente ¢ submetidos 4 hidrolise 4cida, quando a eles foi adicionado 0,25 mL de
HCI 0,65 N e aquecidos a 100°C por 4 minutos. Os tubos foram novamente resfriados &
temperatura ambiente ¢ a eles adicionados 0,25 mL de tampdo fosfato de potassio pH 70 ¢
0,25 mL fenil-hidrazina a 0,33%. Os tubos foram deixados por 5 minutos em temperatura
ambiente e resfriados em gelo. Para a obtengio do composto colorido, foram adicionados 1,25
ml. de HCI concentrado a 0°C e 0,25 mL de K3FCNg a 1,65%. Apbs agitago as reacSes foram
deixadas por 15 minutos em repouso e em seguida a leitura foi feita a 535 nm.

A curva padrfio foi obtida por diluicdes de alantoina na faixa de 0 3 100 amol/mL. Os

valores das concentragdes de URE foram expressos em nmol/mL de seiva ou mg MS de tecido.
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4.9.3. Teor de aminodcidos livres totais

A determinagio da concentragiio de ALT foi feita pelo métode de Yemm & Coocking
{1955), por reaglo colorimétrica com ninhidrina,

A reacHo foi efetivada com | mL de amostra de seiva ou do extrato obtido em MCW
{10x diluida). Adicionou-se 0,5 mL de tampdo citrato de sodio 0,2 M, pH 5,0, 0.2 mlL de
ninhidrina em 5% de metil celusolve; 1,0 mL de KON 2 2% de uma solugfio de KCN 0,01 M
em metil-celusolve (éter monometilico de etilenoglicol). Esta mistura foi mantida em banho-
maria a 100°C, por 20 minutos. Apds resfriamento foi adicionado etanol a 60% até obter o
volume de 4 mL de soluglo. A absorbincia foi lida 2" 570 nm e os valores obtidos foram
relacionados com 2 conceniragio de ALT por meic de uma curva padrio preparada com

leucina, na faixa de 0-200 nmoles/mL. Os valores das concentracles de ALT foram expressos

como nmol de aa/mL de seiva ou mg de MS.

4.9.4. Teor de N-NH," livre
O NH." livre contido nos extratos dos tecidos vegetais ¢ na seiva foi determinado de
acordo com a reagioe fenol-hipoclorito (Mitchell, 1972), modificada por Felker (1977).
Aliquotas de extratos ou seiva com 450 pL de agua foram distribuidas em tubos de
ensaio a0s quais adicionou-se 2,5 mL do reagente A (5 g de fenol + 25 mg de nitroprussida em
0,5 L de solugdo aquosa). A seguir acrescentou-se 2,5 mL do reagente B (15 g de NaOH + 0,31
g de dicloroisocianurato de sédio em 0,5 L de solucdo aquosa). Os tubos de reagio foram
vigorosamente agitados em vortex e ap6s 30 minutos a absorbancia foi lida em 630 nm.
O NH.CI foi utilizado para a elaboracio de curva padriio. O teor do ion livre foi

expresso em nmol de NH; /mg de MS ou mL de seiva.
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4.10. Coleta da seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi realizada entre 10-30 e 12:30h, de acordo com o métode
descrito por McClure & Israel (1979) . Foi feito um corte na altura do nd coltiledonar das
plantas, separando-se a parte aérea das raizes. A regifio foi lavada com agua destilada e seca
com papel absorvente. Em seguida a seiva foi coletada com o audlic de microcapilares de
vidro e colocada em eppendorfs mantidos em gelo. Apos a coleta, o material foi conservado em

freezer para posteriores dosagens de URE, NH, " livie e ALT.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAG

£.1 Crescimenteo de plantas

Aos 60 dias de cultivo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
quanto as caracteristicas de crescimento analisadas (MF e MS) nos tecidos das plantas (figura
1).

Houve um incremento significativo em MF e MS da parte aérea tanto em plantas que
receberam indculo e NH, (I+NH."), quanto em plantas que receberam apenas NH;
(NI/+NH,™), em relagio as plantas que foram apenas inoculadas (I-NH,"). Provavelmente, o
NFB (N fixado biologicamente) nfio tenha sido suficiente para promover o acumulo de massa
sem a presenga de N mineral (NH,"), como jé& havia sido observado em outras espécies
{Buttery & Dirks, 1987, Mendonca & Schiavinato, 1996). Comportamento semelhante foi
observado ac se analisar o acimulo de MF ¢ MS em raizes. Porém, nesse caso, as plantas
I/+NH,; apresentaram maior massa que as ndo inoculadas (NI/+NH."), indicando que 2
inoculagdo, de alguma forma contribuiu para o crescimento das raizes.

Alguns trabathos tém evidenciado que as fontes de N podem alterar a particic de MS
entre parte aérea e raizes. Em plantas de soja, a razio parte aérea/raiz foi aumentada quando ©
NH," era a Ginica fonte de N (Vessey et al,, 1990), o que ndo foi constatado em C. juncea, onde
esta razdo foi de 2,8 em plantas I/-NFH," e de 3,4 em plantas NI/A+NH,",

Os valores médios de MF e MS dos nédulos no tratamento em que as duas fontes de N
estavam presentes (I/+NH,") foram significativamente superiores aos do tratamento em que o
NH,™ ndo estava presente (I/-NH,"). O fornecimento de ambas as fontes de N (V+NH,", pode
ter proporcionado condiges favoraveis 4 fotossintese (Hogh-Jensen & Schejoerring, 1997) ¢

consequentemente maior producio de massa em geral. Efeitos inibitérios do NH,' sobre o
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Figura 1. Producdo de massa fresca (MF) e seca (MS) em tecidos de plantas de C. juncea L.,
inoculadas (I) ou ndo (NI), cultivadas por 60 dias na presenca (+NH") ou auséncia (-NH,") de
aménio. Dentro de cada tecido e de cada tipo de matéria, barras com letras distintas diferem
significativamente (Tukey, 5%).
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crescimento das plantas e producio de nédulos t8m sido atnibuidos & acidificagic do meio
externo, promovida por este cition, e também a utilizaclio de concentracdes excessivamente
elevadas de NHy  nos meios de cultura ou solugBes nutritivas (Bloom, 1988; Cheng ef al,
1999; Becker ef al, 2000). Relatos na literatura citam efeitos significativamente inibitérios de
1 mM de NH; sobre o crescimento de plantas de soja (Chaillou ef of, 1291}, de 10 mM de
NHy™ em mitho (Magalhles er al, 1995) e de 3 mM de NH,~ em cevada {Lang & Kaiser,
1994} crescidas em solugdes nutritivas.

Neste trabalho, as plantas de C. jumcea que receberam 7,16 mM de NH;™ (20 mg de
N/planta/semana} cresceram methor na presenga desta fonte nitrogenada, com ou sem
inoculagdo. Este fato pode ser constatado gquando analisamos o valor de MF de nodulos
radiculares de plantas inoculadas que receberam NH,™ (/+NH,) que fol quase trés vezes
superior ao de plantas que tiveram restrigio ao NHL', sendo apenas inoculadas (I/-NH;").
Segundo Hungria et al. (1991) e Berecz e al. (1997) a forma e/ou a concentragiio de N
pode(m) influenciar a distribuicio final da massa entre as partes da planta. O maior
crescimento das plantas de C. jumcea que receberam NH,", pode estar associado 2
disponibilidade de carboidratos (sacarose e os produtos de sua degradagio) junto ao sistema
radicular. A sacarose forneceria os esqueletos de carbono necessarios & incorporagio, em

compostos orgénicos, de parte do NH, " absorvido e/ou oriundo da fixagio (Cheng ef al., 1999).

4.2 Atividade da GS

A atividade da GS em folhas e em nodulos superou a atividade especifica desta nos
tecidos radiculares, em todos os tratamentos realizados, independentemente das fontes de N

disponiveis para o crescimento das plantas (figura 2).
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Figura % Atividade faspeciﬁca da enzima GS em tecidos de plantas de C. Juncea L., inoculadas
(I) ou nio {NI) cultivadas por 60 dias na presenca (+NH,") ou auséncia (-NH;") de aménio.
Letras matisculas comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e letras

n?inﬁscula}s comparam os tratamentos dentro do mesmo tecido. Médias com Jetras distintas
diferem significativamente (Tukey, 5%). ,
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Um primeiro aspecto que se destacou no estudo da GS em plantas de C. juncea que
receberam NH,™ foi o de que a atividade da enzi:ﬁa em folhas de plantas ndo inoculadas
(NU+NH,") foi estatisticamente maior que naquelas imoculadas (I/+NH,"). A atividade da
enzima no tratamento NI/+NH, foi de 4256 umol GGH/hmg prot., que rendeu uma atividade
16% maior que na auséncia de NH,™ (I/-NH,") com 3681 umol GGH/h.mg prot., & 43% maior
que na presenca de NHy™ (/+NH,") em que 2 atividade foi de 2976 pmol GGH/h.mg prot.

A Dteratura cita que, em cinco espécies de arvores do cerrado e de florestas do sudeste
brasileiro, cultivadas em solugio nutritiva, a atividade da GS foi consistentemente maior nas
folhas do que nas raizes (Stewart ef al. 1992). Plantas cultivadas, como o arroz, o milho e o
tomateiro, também apresentaram maior atividade da GS nas folhas {Magalhfes & Huber,
1991). No caso de (. junceq a atividade em folhas foi 9,7 vezes maior que em raizes. Migge ef
al. (2000) relacionaram o aumento da atividade da GS em folhas de tabaco com a diminuicio
do “pool” de NH," ¢ o aumento da concentragio de alguns ALT,

Grande parte da atividade da GS foliar corresponde a isoenzima dos cloroplastos, GS,,
que desempenha papel fundamental na assimilagdo do NH," gerado na fotorrespiracio (Qaks,
1994a; Migge ef al. 2000; Fuentes ef /. 2001). A GS citoplasmatica tem sido associada aos
processos que envoivem mobilizago e transporte de N na planta (Oaks, 1994b; Migge et al.
2000). Neste trabalho, a atividade da GS foi estatisticamente equivalente em raizes de plantas
cultivadas nas diferentes fontes de N, porém numericamente, raizes de plantas que cresceram
na auséncia de NH,™ (I/-NH,"), com 448 pumol GGH/h.mg prot., tiveram atividade 12% maior
que nos demais tratamentos (U+NH, e NI+NH.') nos quais as atividades foram,
respectivamente, 400 e 407 umol GGH/h.mg prot.

Alguns estudos tém mostrado que em determinadas espécies, a atividade da GS

aumenta em resposta ao aumento da concentragio externa do NHL'. Em raizes de plantas de
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beterraba (Raab & Terry, 1995) e nas partes aéreas e raizes de plantas de arroz, a atividade da
GS aumentou em fungdo de concentracdes crescentes de NH4 ™ na solugdo nutritiva. Em plantas
de arroz, entretanto, a atividade da GS na parte aérea respondeu mais intensamente ao NH, do
que as raizes (Magalhes & Huber, 1991). Ao contrario da literatura, em C, Juncea a presenga,

exclusiva ou ndo, do NHy ™ n3o exerceu efeito significativo sobre a atividade da GS em raizes e

nédulos.

Em nédulos, as atividades nos tratamentos I/-NH," e V+NH,,~ foram semelhantes, sendo
que, quando o NHs estava presente (U+NH") 2 atividade especifica foi de 4870 umol
GGH/h.mg prot., o que proporcionou uma atividade 15% maior que em sua auséneia (V-NH.")
com 4237 pumol GGH/h.mg prot.

O tratamento com inoculo e NH, juntos (I/+NH,"} proporcionou atividade da GS em
nddulos 1,6 vez maior que em folhas e 12,6 vezes maior que em raizes. Ja, em plantas
inoculadas que ndo receberam NHL™ (I/-NH"), a atividade da GS em nédulos foi apenas 1,1
vez maior que em folhas & quase 10 vezes maior que em raizes. Limani ef . {1990) relataram
gue, em leguminosas, a atividade da GS é maior em nddulos que nos demais tecidos, em
virtude do fluxo de NH," liberado do bacterdide durante a reducio do Ny,

Em sintese, os resultados indicam que as plantas de C. juncea apresentaram, em geral,
maior atividade da GS em folhas que em raizes e que em plantas inoculadas a tendéncia foi

apresentar maior atividade em nodulos radiculares do que nos demais tecidos.

5.3 Atividade da GDH-NADH
A atividade desta enzima em folhas foi significativamente diferente nos trés tratamentos

(figura 3). As plantas ndo inoculadas que receberam NH;" (NI/+NH;") apresentaram maior
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Figura 3. Atividade especifica da enzima GDH-NADH em tecidos de plantas de C. juncea L.,
inoculadas (I) ou ndo (NI), cultivadas por 60 dias na presenca (+NH4") ou auséncia (-NH;") de
aménio. Letras maiisculas comparam diferentes tecidos dentro do mesmeo tratamento e letras
minasculas comparam 0s tratamentos deniro do mesmo tecido. Meédias com letras distintas,
diferem significativamente (Tukey, 3%).
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atividade (136 umol NADH/hmg prot.), seguidos do tratamento I/-NH.™ com 110 pmol
NADH/h.mg prot. As formas de N, inorginicas ou fixadas biologicamente, proporcionaram
isoladamente maiores atividades pois, quando as duas fontes de N estavam disponiveis
(U+NH;"), a atividade enzimatica foi menor (75 umol NADH/h.mg prot.).

Em raizes, o tratamento exclusivamente com inoculante (U-NH,") apresentou uma
atividade de GDH 70% superior 4 dos demais tratamentos (85 pmol NADH/h.mg prot.}). Os
menores valores da atividade especifica nos dois tratamentos com NH, (U+NH, e NIANH)
podem ter sido conseqiiéncia do efeito estimulador deste jon sobre a biossintese de proteinas
solivels nas raizes das plantas cultivadas com NH,”. Em raizes de tomateiro e de mitho a
atividade da GDH aumentou linearmente em resposta ac aumento das concentragBes de NH4
na soluggo nuitritiva, sugerindo que a GDH estivesse atuando no sentido aminativo, ou seja,
incorporando NH," em aa (Magalhdes & Huber, 1991).

Na presenca de inibidor MSQ (metionina sulfoximina) da GS, raizes de tomateiro
continuaram a incorporar “N em aa, indicando que a GDH poderia estar atuando na
assimilac@o primaria de N naqueles tecidos (Magalhes, 1991}

Magalhfies ¢ Huber (1991) verificaram também que O aumento da concentragic de
NH4™ na solug@io nutritiva nfio alterou a atividade de GDH em raizes de plantas de arroz. Os
autores observaram ainda, que a elevagio da atividade da GDH em raizes de milho e de
tomateiro foi negativamente correlacionada com o crescimento das plantas, mas gue em eixos
caulinares de plantas de arroz a atividade enzimatica triplicou na presenca de NH;

Segunde Lea ef al. (1990), raizes e 6rgfios em senescéncia geralmente apresentam
atividade mais elevada da GDH. Todavia em C. juncea, a atividade desta enzima foi maior em

folhas que em raizes , em todos os tratamentos.



Em nédulos de plantas de C. juncea que receberam NH," (I/+NH,") houve maior
atividade da enzima (296 umol NADH/h.mg prot.) que em plantas I/-NH; (163 pmol
NADH/h.mg prot.). Desta forma, a enzima GDH nos nédulos das plantas que receberam NH,",
podenia estar atuando também no sentido aminativo na presenca de NH," de origem endbgena
e exbgena e no sentido desaminante para suprir energia e esqueletos de carbono. Sabe-se que a
limitag@o de carbone estimula a atividade da GDH, o que fortalece 2 hipbtese de que a

atividade desaminante da GDH exerce papel importante no controle do metabolismo

intermediario dos tecidos vegetais (Lea ef al, 1990).

5.4 Atividade da GOGAT-NADH e GOGAT-F¢

De modo geral a atividade da GOGAT-NADH em folhas foi baixa (figura 4).
Verificou-se atividade mais alta no tratamento I/+NH,", que se diferenciou estatisticamente dos
demais, com 0,430 pmol NADH/h.mg prot., enquanto no tratamento sem NH,* (I/-NH,") a
atividade especifica foi de 0,241 umol NADH/h.mg prot. ¢ em plantas nfio inoculadas
(NI/+NH,") foi de 0,147 umol NADH/h.mg prot.

O fato da atividade da GOGAT dependente de NADH ser muito baixa em folhas leva a
sugerir que esta enzima tenha baixa expressividade nas folhas de C. juncea, ¢ por isso foi feita
a estimativa de outra enzima, a GOGAT dependente de ferredoxina (GOGAT-Fd). O perfil da
atividade da GOGAT-Fd (figura 5) foi exatamente o mesmo da GOGAT-NADH, com maior
atividade no mesmo tratamento I+NH,™ (7,5 pmol de Gluw/h.mg prot.). No entanto, esta foi
quase 18 vezes maior que quando o substrato usado foi NADH. Assim, conclui-se que a forma
predominante em folhas de C. juncea, independente do tratamento, € GOGAT-Fd. Migge ef al.

(2000) também observaram em folhas de tabaco maior atividade de GOGAT-Fd,
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Figura 4. Atividade especifica da enzima GOGAT-NADH em tecidos de plantas de C. juncea
L., inoculadas (I) ou ndio (NI), cultivadas por 60 dias na presenca (+NH4") ou auséncia (-NH,")
de amdnio. Letras maitsculas comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e

letras minnsculas comparam os tratamentos dentro do mesmo tecido. Meédias com letras
distintas, diferem significativamente (Tukey, 59%).
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Figura 5. Atividade especifica da enzima GOGAT-Fd em folhas de plantas de C. juncea L.,
moculadas (I) ou ndo (NI), cultivadas por 60 dias na presenca (*NEL") ou auséncia (-NH,") de
amdnio. Colunas acompanhadas da mesma letra nio diferem significativamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5%. .

Em raizes, todos os tratamentos foram diferentes estatisticamente mas, assim Como em
folhas, o tratamento I+NH;™ foi o que apresentou a maior atividade (figura 4). Ishiyama et af.
{1998) demonstraram que ao fornecerem N mineral na forms de NH;" aumentou a atividade de
GOGAT-NADH em raizes de Oryza sativa. No caso de plantas de C. Jjuncea que receberam
NH," isto s6 ocorreu no tratamento inoculado, pois as raizes de plantas NI/+NH," foram as que
apresentaram menor atividade desta enzima.

Em nodulos, os tratamentos com ou sem NH;™ (I/-NH;" e I+NH,") nfo apresentaram
diferencas significativas quanto a atividade da GOGAT-NADH Apenas de forma ilustrativa,
podemos comparar a atividade de nodulos, que foi 624 vezes maior que em folhas e 16 vezes
maior que em raizes no tratamento I/-NH," & 416 vezes maior que em folhas e 13 vezes maior

que em raizes no tratamento V+NH, . Matoh & Takahashi (1982) concluiram que a atividade
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de GOGAT-NADH em folhas jovens de ervilha é predominante e que, durante a maturacio,
essa atividade diminui e a atividade de GOGAT-Fd aumenta. Isto estd de acordo com
experimentos com Pisum sativum realizados por estes autores, em que o fornecimento de GLN
marcada mostrou que cloroplastos imaturos intermediam a conversio de GLN a GLU-NADH,
quando carboidratos intermediérios estio disponiveis.

Enquanto a GS ¢ a GOGAT-NADH, sio responsaveis pela assimilaco primaria do N
em nodulos radiculares e 5 GS ¢ a GOGAT-Fd contidas nas folhas também desempenham tal
papel, a GS/GOGAT-Fd estio mais relacionadas & re-assimilacio dos fons NE,™ produzidos
em outros processos fisiologicos. A GOGAT-Fd dos cloroplastos das folhas ¢ induzida pela
luz, estando relacionada com processos come a fotossintese e a fotorrespiracio. Em plantas C3
a fotorrespiragio, que € iniciada pela atividade oxigenase da Rubisco, leva & perda de CO; e de
NH, . Essa perda de NH;" pode chegar a ser 10 vezes maior do que a quantidade de N
assimilado primariamente. Assim, a planta deve ser capaz de re-assimilar o NH," da

fotorrespiracio, o que ¢ feito pela GOGAT-Fd e pela GDH (Lea ef al., 1990).

8.5 Atividade da nitrogenase (ARA)

Os dados obtidos com a atividade especifica da Noase (redugdo de acetileno) sdo
apresentados na figura 6. Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos, embora em
termos absolutos, a atividade da reduciio de acetileno tenha sido em média 25% maior no
tratamento em que ndo houve adi¢do de NH,™ (I/-NH,") (33 pmol etileno/h.g MF),

A diminuicdo de ARA em experimentos com fontes de N em soja foi atribuida 2
pequena disponibilidade de carbono para os nédulos, em virtude da competicdo destes com as

vagens em formacfo (Patterson & Larue, 1983; Sheokand & Swaraj, 1996). Os fotossintatos

precisam ser fornecidos continuamente para os nédulos.
36



0y
LUE R
L i

NODULOS

L
4
: 1

ARA{umol etileno/h.g MF)

el ad o3
3 h Qo W
i I i

if-MiH4 I+hNH4 Ni+NH4

Figura 6. Atividade da Nyase em nodulos radiculares de plantas de C. juncea L., inoculadas (T)
cultivadas por 60 dias na presenca (+NH,") ou auséncia {-NH,} de aménio. Colunas
acompanhadas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de
5%.

Wong & Evans (1971) constataram que, quando o suprimento de aglcares para as
raizes ¢ interrompido o principal polimero de carbono acumulado pelos bacterdides de
leguminosas, poli-B-hidroxibutirato, nfic € capaz de manter niveis elevados da atividade da
Naase. Embora Muller ez al. (2001) tenham sugerido que a atividade da Njase é sustentada
principalmente por um fluxo rapido de fotossintatos, os dados encontrados neste experimento
levam & suposi¢io de que no sistema radicular da C. juncea deve haver uma quantidade
consideravel de reserva de carbono, uma vez que a atividade da Njase foi mantida em nivel
elevado em ambos os tratamentos, embora a massa de folhas e raizes {figura 1) tenha sido bem
maior em plantas inoculadas que receberam NH,".

Como o efeito do N mineral foi praticamente nulo, nio afetando de maneira
significativa a atividade da enzima, podemos supor, também, que a concentragio da Noase por

grama de tecido seja praticamente a mesma, como descreveram Bisseling ef ol {1978) para
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Pisum sativum. Gomes & Sodek (1987) observaram que aos 60 dias de idade, plantas de soja
Glycine Adax cv. Santa Rosa apresentaram atividade da Njase em torno de 20-30 umol de
etileno/b/g MF, o que ¢ bem proximo do resultado obtido com O Juncea (33 pmol etileno/h/g
MF).

Pudemos concluir com estes dados que o ion NH.” na dose utilizada nfo teve
influéncia sobre a fixaciio do N, ja que nfo iniblu a2 formaglo e o crescimento dos nédulos

(figura 1) nem a atividade da Nyase (reducio de acetilenoc).

5.6 Teor de pigmentos fotossintéticos

Nédo houve diferenca entre os tratamentos para a razdo clorofila a/b (figura 7), todavia
o contetdo total de clorofila (clorofila a + clorofila ) nos tecidos foi significativamente
diferente nos trés tratamentos. Ao dosar os pigmentos fotossintéticos nas plantas de C. juncea,
o intuito foi tentar procurar um parametro indicative da eficiéncia de conversio das diferentes
fontes de N disponiveis em moléculas estruturais e funcionais essenciais, como a clorofila. A
presenca exclusiva de NH," (NI+NH,") no meio estimulou de modo significativo o aumento
de clorofila total nas folhas, proporcionando uma média de 1,78 ug de clorofila total/mg MF. O
mesmo OoCorreu com carotendides, para 0s quais a andlise estatistica também apontou
diferengas enire os tratamentos. A presenca exclusiva de NH;" (NI+NEL") proporcionou a
formagdo de 118 ug de carotendides/mg MF, ou seja, 11% a mais que no tratamento em que
havia as duas fontes de N (/+NH,"), correspondendo a 106 ug/mg MF e 51% a mais que na
auséncia de NH,™ (I/-NH,"), onde o teor de carotendides foi de 78 yg/mg MF.

A maior quantidade de pigmentos fotossintéticos deve estar vinculada 2 um maior

potencial fotossintético. Sendo assim, plantas de C. juncea cultivadas exclusivamente com
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Figura 7. Teor de clorofila em folhas de plantas de C. juncea L., inoculadas (I} ou ndo (NI),
cultivadas por 60 dias na presenca (*NH;) ou auséncia (-NH) de amdmio. Colunas
acompanhadas da mesma letra, dentro de cada caracteristica, nio diferem significativamente
pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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NH, teriam, em potencial, uma capacidade fotossintética superior 4s demais. A eficiéneia
desta fonte de N, talvez possa explicar o fato de piaﬁtas supridas com NHy terem apresentado
maior crescimento, como pode ser observado na figura 1.

Os carotendides funcionam como pigmentos acessérios na absorgdo da radiacio
fotossinteticamente ativa. Porém, sua principal funglo seria proteger a clorofila @ contra a foto-
oxidagdo {(Lichtenthaler, 1987). Os carotendides sio pigmentos lipossoliveis, constituidos por
longas cadeias de hidrocarbonetos contendo duplas ligacdes alternadas, formadas a partir de
unidades de isoprenc (Lawlor, 1987). As biossinteses de clorofilas e carotendides parecem ser
processos altamente coordenados, conforme evidenciam os estudos em plantas mutantes de
cevada deficientes na biossintese de clorofila {Kannangara, 1991). O mesmo acontece com os
dois tipos de proteinas gue se associam com as clorofilas para produzir as unidades
fotoquimicas funcionais — as proteinas dos centros de reaciio e as associadas 3 captaglo da
energia luminosa (antenas).

A clorofila € um tetrapirrol ciclico, ligado ac magnésio, produzida pelas plantas ¢
bactérias fotossintetizantes. O aa nfio protéico denominado acido S-aminolevulinico € a
molécula precursora da clorofila, dos grupos heme e de outros tetrapirrGis. A via da biossintese
deste acido tem como precursor inicial o GLU (Kannangara, 1991). Assim, a disponibilidade
de N-orgénico na forma de GLU pode influenciar decisivamente a capacidade fotossintética
das plantas. Shadchina & Dmitrieva {1995) concluiram que o teor de clorofila das folhas de
trigo € uma caracteristica mais apropriada para a avaliagdio da aquisico de N pelas plantas, sob
diferentes condi¢Bes ambientais, do que a concentracio de N foliar. Estes autores sugeriram,
ainda, que 2 estimativa do teor de clorofila pode fornecer um diagnéstico confiavel a respeito
das condi¢Bes nutricionais das plantas no campo.

E sabido que as condigBes de crescimento ¢ fatores ambientais podem modificar a razio

clerofila w/% das folhas podendo, por exemplo, variar de acordo com 2 intensidade luminosa a
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que as plantas estBo expostas. Nas plantas submetidas a elevadas intensidades luminosas
razio clorofila a/b situa-se em torno de 3,2-4,0, en@uanto que sob baixas intensidades
lummosas esta razdo € de cerca de 2,0-2,5, de acordo com o grau de organizacio das
membranas dos cloroplastos (Lichienthaler, 1987). Nas folhas de C. Juncea cultivadas em casa
de vegetag8o esta razdo oscilou entre 4,1 ¢ 4,5, valores caracteristicos de condi¢bes nas guais

prevalecem altas intensidades luminosas e que apontou padriio de tendéncis 3 organizacio dos

tilacoides em grana.

£.7 Teor de N total

O resuitados da analise do teor de N total nos tecidos de C. juncea, sio apresentados na
figura 8. De modo geral, o tratamento que se destacou em proporcionar maior teor de N total
em folhas foi NI/+NH,", apresentando 23,6 mg N/g MS, ou seja, teor 60% superior ao
encontrado em plantas I/"NH,", com 14,7 mg N/g MS. Plantas de Sesbania cultivadas em solo,
também acumularam quantidade maior de N na presenca de NH,", em relacdo a outras fontes
de N (Becker & George, 1995).

Heichel & Vance (1983) comentaram 2 variabilidade genética que existe em
leguminosas, quanto a capacidade de fixagio de N. Danso er al. (1992) confirmaram esta
variabilidade em relacéio a fixacio de N em diferentes leguminosas arboreas. Segundo alguns
pesquisadores, 0 NH," assimilado é prontamente translocado para as gemas ou folhas novas
sob a forma de aa, amidas e outros compostos que contém N na sua estrutura, favorecendo o
desenvolvimento vegetativo (Buttery & Dirks, 1987; Brown & Walsh, 1994). Nos tratamentos,
em que foi realizada inoculagdio, com ou sem a presenga de N mineral (+NH,* e V-NH, o
padréo foi o mesmo, ou seja, o teor de N em folhas nfio diferiu significativamente, sendo de

18,4 e 14,7 mg N/g MS, respectivamente.
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Figura 8. Teor de N total em tecidos de plantas de C. juncea L., inoculadas (I) ou nio (NI,
cultivadas por 60 dias na presenca (+NH,") ou auséncia (-NH,") de aménio. Letras maitsculas
comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e letras mintsculas comparam Os

tratamentos dentro do mesmo tecido. Médias com letras distintas, diferem significativamente
(Tukey, 5%).
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A capacidade de fixar N ¢ uma das caracteristicas importantes das leguminosas e pode
ser medida pela quantidade de N assimilado. A reiagéé entre o teor de N e outras caracteristicas
utilizadas para medir o desenvolvimento das plantas pode trazer resultados muito importantes
para o estudo da simbiose entre rizébio e a espécie hospedeira. No caso de raizes, apenas a
presenca de rizobio (I/-NH.") rendeu 11,6 mg N/g MS e este tratamento diferencicu-se
estatisticamente daquele contendo NH,™ ¢ inoculante juntos (I+NH,") com 4,6 mg N/g MS.
Parece que apenas o N; fixado biologicamente por plantas I/-NH," justifica 0 maior actimulo
de N em raizes, quando comparado as plantas I+NH,". O teor de N em raizes de plantas
apenas inoculadas, ndc diferiu daguele de plantas que receberam apenas adigio de N mineral,
embora, em termos absolutos tenha sido maior.

Para os nodulos, apesar da anslise estatistica nio ter revelado diferenca significativa
entre os {ratamentos, numericamente o tratamento gue recebeu somente inoculante (V-NHs)
apresentou teor 24% maior, ou seja, 44,4 mg N/g MS contra 35,3 mg N/g MS nas plantas
I+NH,

Comparando tecidos em um mesmo tratamento, de um modo geral, podemos concluir
que os nédulos apresentaram maior teor de N que folhas e raizes. Comparando-se os dados de
crescimento de planta (Figura 1) com os teores de N (figura 8), verifica-se que embora as

plantas I/-NH," tivessem apresentado menor massa que as plantas dos outros tratamentos, os

teores de N foram equivalentes a estes,

5.8, Teor de carboidratos

Quando comparamos os tratamentos quanto ao contetido de sacarose quantificado em
folhas, verificamos que o tratamento que mais se destacou foi aquele em que as plantas foram

inoculadas e cresceram na auséncia de NH,™ (I/-NH;"), com 6,6 g sacarcse/mg MS. O teor de
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sacarose nas folhas destas plantas foi 3 vezes maior que o de plantas inoculadas que receberam
NH, (/+NH.") e quase 4,5 vezes maior que em plantas no inoculadas (figura 9).

Ja, em raizes, o tratamento que se destacou fi o de plantas inoculadas crescidas na
presenga de NHs" (I+NHL"), que proporcionou 0,91 pg sacarose/mg MS contra uma média de
0,75 pg sacarose/mg MS nos demais tratamentos.

A quantidade de carboidratos disponiveis parece limitar a funcfo do nddulo durante o
preenchimento das vagens, visto que o desenvolvimento das vagens € um forte dreno dos
carboidratos (Vikman & Vessey, 1993). Neste trabalho pode-se constatar em C. juncea
significante diferenca no teor de sacarose, quande nddulos de plantas do tratamento I+NH,™
apresentaramn teor 3 vezes superior ac de plantas crescidas na auséneia de WNH. {1/—-NH4":"}.

Quando a MNiase é inibida por um estresse qualquer, a concentracio de sacarose no
nodulo aumenta algumas vezes. Isso € explicado pelo acimulo de substrato quando a utilizagio
¢ cessada, como por exemplo, quando a respiracio é reduzida devido ao aumento da resisténcia
do nédulo a difusio do Oz ou quando hé inativagio direta da Noase pelo G; (Muller e al
2001). No presente estudo o acumulo de sacarose em nédulos do tratamento I/+NH;", parece
estar relacionado 4 queda da Naase ou ao metabolismo estreitamente relacionado a ela, ja que a
fixagdo de N nfo foi afetada pela presenca de NFL", conforme pode ser verificado na figura 6.
Em todos os tratamentos, nota-se que o padrio de acimulo de sacarose entre raizes e noédulos
foram semelhantes, sendo gue os maiores teores foram verificados em plantas J/+NH," (figura
9).

Quando comparamos os teores de sacarose nos tecidos, dentro de um mesmo
tratamento, verificamos que as folhas tenderam a acumuilar mais sacarose que os demais
tecidos, especialmente quande o NH, estava ausente. Neste tratamentc os valores

encontrados em folhas foram 10 vezes maiores que aqueles encontrados em raizes e 8 vezes

maiores que os enconiradoes em nédulos.
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Figura 9. Teor de sacarose em tecidos de plantas C. juncea L., inoculadas (I) ou ndo (ND),
cultivadas por 60 dias na presenga (+NH,") ou auséncia (-NH;") de amdnio. Letras maitisculas
comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e letras mindsculas comparam os

tratamentos dentro do mesmo tecido. Médias com letras distintas, diferem significativamente
(Tukey, 5%).
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Na figura 10 s3o apresentados os valores de teores de agicares sollivels totais em
folhas, raizes ¢ nodulos. As analises em folhas indicaram que as plantas do tratamento
inoculado sem NH,™ (I/-NH.") continham 15 pg glicose/mg MS, diferenciando-se dos demais,
apresentando em média 83% mais aclicares soltveis que os tratamentos que receberam NH,
Em raizes, ao contrario de folhas, as plantas NI+NE," apresentaram maiores teores de
agticares solhiveis totais que plantas I/-NH,"

Como em folhas, em nodulos, o maior teor de agucares solGveis ocorreu no tratamento
que ndo continha NHy™ (I/-NH."), com 8,8 ug glicose/mg MS, enquanto que na presenga de
NH4 (I/+MNHL) o valor encontrade foi § g de glicose/mg MS.

Em plantas [-NH,", verificamos ¢ mesmo comportamento  observado gquanto 2
sacarose, Ou seja, as folhas foram os tecidos com maior teor de agucares soltiveis. Nesta analise
a presenga de NHy™ ndo determinou diferencas nos teores de agucares soltiveis nos diferentes
tecidos. A FBN € um processo que se caracteriza por uma alta demanda de energia, obtida do
metabolismo de carboidratos supridos pela planta hospedeira. Os fotossintatos fornecidos aos
nodulos s30 usados para gerar ATP e poder redutor necessarios 3 reducdo de N, a aménia e
ainda para & manutencdo do metabolismo do citossol da planta hospedeira e suprimento de
esqueletos de carbono necessarios para sintese dos compostos nitrogenados (Hungria & Neves,
1986). Segundo Guidi & Soldatini (1997) a queda na taxa fotossintética das plantas pode
acarretar acamulo de carboidratos nas folhas. Isto poderia sugerir que em C. juncea o fluxo de
carboidratos para as raizes e/ou nddulos pode ter side inibido por falta de demanda e

conseqiientemente acimulo tanto de sacarose como agicares solGveis nas folhas

principalmente no tratamento I/~NH,™.
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Figura 10. Teor de ag¢licares soliveis totais em tecidos de plantas de C. juncea L., inoculadas
(1) ou ndo (NI), cultivadas por 60 dias na presenga (+NH,") ou auséncia (-NH,") de aménio.
Letras maiisculas comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e letras
minusculas comparam os tratamentos dentro do mesmo tecido. Médias com letras distintas,
diferem significativamente (Tukey, 5%).
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£.9, Teor de ureidess

A analise do teor de URE em folhas (figura 11) apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos. Na auséncia de NH4" no meio (I-NFL") 2 produciio foi de 1,81 nmol de
ureideo/mg MS, 79% mais URE que no tratamento onde a presenca de NH. era exclusiva
(NI/+NH;}, e 116% a mais do que quande o NH. era fornecido a plantas inoculadas
(U+NH, ). Esses resultados diferem daqueles obtidos por Cheng er al. (1999), os guais a¢
fornecerern NH,  a plantas inoculadas de alfafa observaram aumento significativo do teor de
URE em varios tecidos da planta. Segundo a literatura, as espécies vegetais variam quanto 2
sensibilidade ao NH,"; entretanto, os resultados encontrados sio conflitantes, em grande parte
devido as diferentes condi¢Bes experimentais. Por exemplo, a adigio do NHL altera o pH da
rizosfera & como conseqiiéngcia pode afetar sensivelmente a planta (Muller & Pereira, 1995).

Os URE, s8o os principais compostos nitrogenados sintetizados nos nodulos de
leguminosas tropicais e transportados via xilema para as folhas, onde sio degradados. Em
folhas de plantas de soja inoculadas, foram encontrados URE na concentragdo de 5-10 pmol/g
MS (Vadez & Sinclair, 2000) ¢ em folhas de plantas inoculadas de C. Juncea neste trabaltho
foram encontrados apenas de 0,7 a 1,81 nmol/mg MS.

Em raizes, o maior contedde de URE (1,5 nmol/mg MS) também foi detectado em
plantas que foram inoculadas e nfio receberam NH,™ (I-NH,"). Os teores de URE em raizes de
plantas, que receberam NH," (I4+NH;" e NI/+NH,") nio diferiram. Em nodulos, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os teores de URE de plantas inoculadas na presenca ou
auséncia de NH,™ (I/-NH, " e I/+NH").

Quande comparamos os diferentes tecidos em plantas do mesmo tratamento,
verificamos que foram encontradas maiores concentragbes de URE em nodulos que nos demais

tecidos e que nodulos de plantas I/+NH," apresentaram teor de URE 3 vezes maior que folhas e

quase 2 vezes maior que raizes.
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(Tukey, 5%).
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£.10. Teer de aminoacidos livres totais

A analise estatistica apontou diferencas significativas entre os tratamentos quanto ao
teor de ALT em folhas, sendo o maior teor em plantas nio inoculadas (NI/ANH,) com 26
nmol aa/mg MS (figura 12). Este valor equivale a 1,5 vez o5 teores de ALT encontrados no
tratamento I+NHs e a 2,5 vezes os teores de ALT encontrados em plantas apenas inoculadas
(U-NH. ).

Em raizes, o maior teor de ALT foi encontrado em plantas apenas inoculadas (I/-NH,"),
com cerca de 14 nmol de aa/mg MS, seguido do tratamento sem inoculante e com NH,
(NU/+NH4), com 8.2 nmol de aa/mg MS, e daquele em que as plantas foram inoculadas e
receberam NH. (+NELT), com 4,9 nmol de aa/mg MS.

Os teores de ALT encontrados em nddulos também foram significativamente diferentes
entre os tratamentos. Nodulos de plantas I/+NH, ™ apresentaram 26,4 nmol de aa/mg MS, 62%
a mais que na auséncia de NH; ™ (I/-NH;") com 16,3 nmol.

Comparando os diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento, podemos notar que 0s
nédulos apresentaram os maiores teores de ALT, como havia sido observade no caso de URE.

Um efeito metabolico freqiientemente descrito apds o suprimento de N na forma de
NH," ¢ o acimulo de aa nos tecidos radiculares e foliares (Magalhdes & Wilcox, 1984;
Magalhdes ef al., 1995). A maior parte do NH," absorvido ¢ assimilado nas raizes por meio da
agdo conjunta das enzimas GS/GOGAT (Lea et al., 1990). No caso de C. Juncea, ¢ acimulo de
ALT em folhas em relacdo a raizes foi observado apenas em plantas que receberam N-NH,™.

As reagdes de assimilacio do NH," absorvido pelas raizes, demandam um consumo de
esqueletos carbénicos na forma de GLU e 2-oxoglutarato, cuja intensidade depende da
quantidade do NH,™ livre presente nos tecidos. A demanda de carbono que se estabelece nas

raizes, em fungdo de altas concentragBes de NH4”, pode até mesmo restringir o crescimento
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Figura 12. Teor de ALT em tecidos de plantas de C. juncea L., inoculadas {1} ou ndo (NI),
cultivadas por 60 dias na presenga (+NH,") ou auséncia {-NH;") de amdnio. Letras maitisculas
comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e letras minfisculas comparam os
tratamentos dentro do mesmo tecido. Médias com letras distintas, diferem significativamente
(Tukey, 5%).
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de outras regies da planta (Magalhfes ef o, 1995), por representar um mecanismo importante
de eliminagdo e controle dos niveis de NH," livre nos tecidos vegetais (Lea ef al | 1990). Em C.

Jjuncea n@o houve restricio do crescimento das plantas como consegiiéncia da concentracio

utilizada de N-NH, ™ (figara 1).

5.11. Teor de N-NH, Livre

Os teores de NH,' livre nos tecidos estio apresentados na figura 13. Verificou-se que
em plantas inoculadas, os maiores teores de NH," em folhas foram encontrados naquelas
cultivadas na auséncia de NH,™ (I/-NH,") com valores de 5.4 nmol NHy /mg MS. Em plantas
cuitivadas na presenca de NH, (NI+NH," e U+NH,") os teores foram estatisticamente
semelhantes. J4, em raizes e nodulos, nfic houve diferenca entre os iratamentos quantc 2
concentrago de NH,  livre. Isto indica que a presenca de N mineral e/ou da inoculacio, nio
influiu nos teores de NH,™ livre nos tecidos, especialmente em raizes e nodulos.

Deve-se destacar que o teor de NH," em nédulos radiculares superou o das folhas em
20 vezes em plantas U-NH," e 35 vezes em plantas I/+NF," e foi cerca de 30 vezes maior que
em raizes, em qualquer dos tratamentos. Isto indica que o N-NF, livre nestes nodulos ndo foi
transportado para as folhas e que também estes nfo dispunham de uma atividade assimilativa
suficiente para evitar o achmulo de NHy". O aumento do teor de NH," nos nédulos pode
também ter uma origem enddgena, por aumento da remobiliza¢iio de N a partir de compostos
nitrogenados e ser um indicativo de fixagio de N.

Acredita-se que as plantas sejam capazes de evitar a toxicidade de NH,~ do ambiente,
aumentando a sua capacidade assimilativa nas raizes da via GS-GOGAT {Lea et al. 1990; Raab

& Terry, 1995). Algumas espécies de plantas respondem 3 presenca de NH.  no
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Figura 13. Teor de N-NH, em tecidos de plantas de C. Juncea L., inoculadas (T} ou ndo (NI),
cultivadas por 60 dias na presenca (+NH;") ou auséncia (-NH;") de amdnio. Letras maisculas
comparam diferentes tecidos dentro do mesmo tratamento e letras minasculas comparam os
tratamentos dentro do mesmo tecido. Médias com letras distintas, diferem significativamente
(Tukey, 5%).



meio externc aumentando expressivamente z atividade da GS nas paries aéreas e raizes
(Magalhdes & Huber, 1991; Fuentes e7 al,, 2001). Erﬁ outras especies, a atividade da GS quase
n#o ¢ afetada pela fonte de N no meio de cultivo (Magalhfies & Huber, 1991). Em raizes de
Juncea a atividade da GS nio foi afetada pelas fontes de N {figura 2).

A interpretaco dos dados obtidos com NH," deve levar em conta o fato de que esse ion
¢ intermedianio dos processos assimilatdrios, O aumenio de concentracdo de ALT na parte
acrea deve ter relagdo direta com 2 assimilacio na raiz, isso porque ndo houve diferenca na
concentra¢3o de NH4 na seiva, em nenhum dos tratamentos. Assim em plantas noduladas, boa
parte do NHs deve ter sido assimilado viz GLN sintetase e normalmente envolvida na
assimilag@o do NH, . A assimilagio rapida e eficiente de NH4 € essencial, como mecanismo
de desintoxicaglo (Magalhdes e al., 1995), pois o excesso deste ion inibe o metabolismo
energético via desacoplamento da sintese de ATP (Magaihdes & Wilcox, 1984).

O teor de NH,' livre nos tecidos de uma planta pode ser influenciado por outros
Processos €omo, por exemplo, o controle da absorgio pelas raizes (Causin & Bameix, 1994), a
atividade de outras enzimas capazes de assimilar o NH," diretamente, tais como a asparagina
sintetase ¢ a carbamil fosfato sintase (Sechley er al. 1992), a compartimentalizacic nos
vactolos € a geragio endogena de NH, em varias vias metabolicas como fotorrespiragio, a

biossintese de alguns aa e o catabolismo de compostos nitrogenados (Lea ez al., 1950).

5.12. Compostos nitregenados em tecidos e seiva do xilema

A produgdo de URE pelas leguminosas estd relacionada 3 morfologia do nodule
(Sprent, 1980), sendo que as maiores concentragdes de URE sempre sdo encontradas nas

espécies que apresentam nodulos de crescimento determinado (Goi & Neves, 1982). Essas
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autoras cescreveram algumas espécies de leguminosas que possuem néduios do tipo
indeterminado, que apresentaram baixos teores de URE tanto em nddulos como em raizes e
que, provavelmente, transportam o N fixado como ALT C Juncea parece pertencer a este
grupo de especies, uma vez que apresenta nodulos do tipo indeterminado e transporta N
principalmente na forma de ALT (figuras 14 & 15).

Algumas leguminosas, como as da tribo Phaseoleae, sio caracterizadas pela presenga
de altas concentragdes de URE na seiva do xilema Esses URE parecem ser produtos
especificos da fixagio de N, ja que estdo presentes em niveis reduzidos quando a planta nfo
apresenta nédulos (Schubert, 1986). Soja, por exemplo, apresenta em torno de 20 umol
ureideos/mL. de seiva em plantas noduladas ¢ apenas tragos de URE na seiva de plantas n3o
noduladas (Sodek & Silva, 1996). Em C. jumcea também foram detectadas baixas
concentragbes de URE em tecidos e seiva do xilema. No entanto, mesmo as plantas ndo
noduladas de C. juncea tratadas com NH,™ (NI/+NH,") transportaram pequena fragio de N sob
a forma de URE (figura 14). Este fato, que também foi observado por Thomas e? al. (1979,
citado por Hungria 7 al. 1986) em plantas de feijio nfo noduladas, contradiz a afirmagio de
que o transporte de N em plantas sem nodulos segue o esquema de transporte de compostos
nitrogenados normal para plantas nfic fixadoras, normalmente na forma de NO;”, NH; ou aa
(Sprent, 1980}

Embora os teores de NH;" livre na seiva de plantas dos tratamentos U-NHy e NI/+ NH,"
ndio tenham diferido entre si, as primeiras (I/-NH,") apresentaram valores 73% superiores aos
de plantas ndo inoculadas (NI/+NH;"). Considerando-se plantas inoculadas, verifica-se que a
maior concentragio de N-NH," foi encontrada na seiva de plantas que n3o receberam N

mineral (U-NH,") (figura 14). Esses resultados indicam que o fon NH,", suprido ou fixado, s6
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¢ transferido das raizes para a parte aérea apos ser incorporado em ALT nas raizes, para ndo
atingir niveis de toxicidade em raizes e folhas (Cheng et al,, 1999; Ghisi et al 1999). Isto pode
ser confirmado pelo fato de que, em plantas V-NH," foram encontradas maiores concentracBes
de ALT e raizes que em folhas (figura 12).

A proporgio entre 08 COmpostos nitrogenados presentes na seiva do xilema (figura 14)
evidencia que C. juncea L. possui metabolismo de N baseado em ALT. As plantas que nio
receberam NH,™ (I/-NH,") foram as que apresentaram os maiores teores de ALT na seiva, 2751
nmol de aa/ml. Isto significa algo em tomo de 29% a mais que na auséncia do inoculante
(NI/+NHs"), com 2132 nmol, e 43% sobre o tratamento com inoculante ¢ NH, juntos
(U+NH. ), com 1933 nmol. Pode-se notar que o teor de ALT na seiva do xilema de plantas,
inoculadas ou ndo, diminuiu quando houve fornecimento de NH.", enquanto 2 influéneia do N
mineral sobre os teores de URE transportados na seiva, s6 ocorreu em plantas nfo inoculadas.
O aumento em ALT no xilema quando o inéculo ndo ests presente (NI/+NH;) certamente é
reflexo de uma répida e eficiente assimilagio na raiz, o fenémeno, portanto, é proprio da raiz e
independente do inoculo (Stewart et al.,|1992).

Os resultados obtidos com C. jumcea estio de acordo com aqueles apresentados por
Vitoria & Sodek (1999), que verificaram que em seiva do xilema de varias espécies de
Crotaldria o nivel de ALT variou de 1800 a 6900 nmol/mL. Em todos os tratamentos,
independentemente da presenga de rizobio ou do fornecimento de NH,", o transporte de N no
xilema se deu principalmente na forma de ALT, o que correspondeu a 63-65% do total de N

transportado por estes trés compostos (figuras 14 ¢ 15).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permiter concluir que:

e  Nas condi¢Bes experimentais do presente trabalho o fornecimento de N-NH;" ndo afetou
a fixagio de Ny e, contribuiu para aumento da massa das plantas, do teor de pigmentos
{clorofilas e carotendides) em folhas e do teor de ALT em folhas e nodulos. Promoven também
aumento do contetido de sacarose em raizes e nodulos de plantas inoculadas (1.

e O fornecimento de N-NH," contribuiu para a queda dos teores de ALT em raizes e seiva
do xilema, dos teores de sacarose em folhas, de aglcares solivels totais em folhas e nédulos e
do contetido de URE em folhas e raizes. Influiu também na reducdio da concentragio de URE

na seive do xilema de plantas nfio noduladas (NI).

e A atividade especifica da GS foi maior em folhas que em raizes, em todos os

tratamentos, enquanto que a atividade da GS ¢ da GDH em folhas, foi maior em plantas

NI/+NH," que em plantas I/+ NH,".

e Independente do tratamento, em folhas, a atividade especifica da GOGAT-NADH foi

quase nula e a forma predominante da enzima foi aquela dependente de ferredoxina (GOGAT-

Fd).

e  Nio foram observadas diferencas entre os tratamentos, quanto ao conteudo de NH," livre

nas diferentes partes da planta, a nfio ser no caso de folhas de plantas inoculadas, que

apresentaram maior concentra¢io de NH,™ quando mantidas em auséncia de N (U-NH,).

*  Todos os compostos nitrogenados (URE, N-NH," e ALT) foram encontrados em maiores

concentragbes em nddulos que em folhas e raizes.
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e (s teores de URE encontrados foram minimos e os compostos nitrogenados presentes

em matores concentragbes em seiva de C. juncea L. foram ALT e N-NH,", sendo a maior

quantidade de N transportada na forma de ALT,
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