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RESUMO

Na composi¢do e estrutura das florestas tropicais, as leguminosas estio entre os grupos
melhor representados por apresentarem uma alta diversidade de géneros e espécies em suas
trés sub-familias, Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae ou Faboideae. Muitas das
espécies de leguminosas possuem a capacidade de associar-se a microorganismos fixadores de
nitrogénio, formando nodulos radiculares e contribuindo para o ciclo do nitrogénio,
desempenhando grande importéncia ecofisiolégica.

O presente trabalho foi dividido em trés capitulos, visando estudar alguns aspectos do
crescimento, fotossintese e assimilagio do nitrogénio em quatro espécies de leguminosas
arbdreas nativas: Centrolobium tomentosum Mart. Ex Benth, Inga vera Willd., Lonchocarpus
muehlbergianus Hass. (espécies que formam nédulos radiculares) e Myroxylon peruiferum 1..1.
(espécie que ndo apresenta nodulos radiculares).

No capitulo I, avaliou-se o crescimento das quatro espécies aos 7 e 10 meses de idade.
Observou-se em geral que, I verg apresentou a maior massa seca da parte aérea ¢ 0 maior
acimulo de nitrogénio nas folhas e que L. muehlbergianus apresentou a maior massa seca de
raizes e n6dulos € o maior acimulo de nitrogénio em caule, raizes e nddulos. Por sua vez, M
peruiferum apreséntou a maior taxa de crescimento relativo e a maior razio de aciimulo de
nitrogénio final/inicial em folhas, caule e raizes. Quanto 4 taxa de assimilacdo liquida, nio
foram encontradas diferengas significativas para as quatro espécies. Estes resultados permitemn
sugerir que M. peruiferum mesmo ndo apresentando nédulos radiculares possuiu maior
capacidade para incrementar sua biomassa mais rapidamente que as outras espécies, num

mesmo intervalo de tempo.
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No capitulo II, foram avaiiados alguns aspectos da taxa fotossintética e algumas varidveis
relacionadas a fotossintese em plantas com 6 e 7 meses de idade. Supbe-se que, em geral,
todas as espécies tenham saturado sua capacidade fotossintética nas primeiras horas da manha,
antes do inicio das medicBes sob intensidades luminosas relativamente altas. Mesmo assim, as
taxas liquidas de trocas de CO; foram relativamente baixas quando comparadas &s de outras
espécies arboreas. Observou-se que / vera apresentou a maior condutincia estomatica, a
maior taxa de trocas de CO; e a maior taxa de transpiragio nas duas idades, que as outras trés
espécies. As razdes de eficiéncia do uso da 4gua nas espécies estudadas foram maiores que em
outras espécies e, entre elas, C. fomentosum foi a que apresentou a maior eficiéncia.

No capitulo III, avaliou-se a atividade de algumas enzimas relacionadas com a
assimilagdo do nitrogénio e alguns metabdlitos, produtos dessa assimilagdo em plantas com 10
meses de idade. De modo geral, observou-se que I verg apresentou a maior atividade de
nitrogenase, glutamina sintetase ¢ glutamato sintase dependente de NADH, mas nio ¢
produtora de ureideos, enquanto que L. muehlbergianus parece ser produtora de ureideos.
Observou-se grande acimulo de nitrato nas folhas de I vera e M. peruiferum, mas a atividade
da redutase de nitrato nestas espécies foi maior na raiz, enquanto que, em C. tomentosum ¢ L.
muehlbergianus, o maior acimulo de nitrato foi observado nas raizes e a maior atividade da
redutase de nitrato nas folhas.

Discute-se a importdncia das caracteristicas ecolégicas dessas quatro espécies de
leguminosas com algumas varidveis fisiologicas, tratando de visualizar aspectos

ecofisiologicos de interesse, com aplicabilidade nos sistemas florestais.
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SUMMARY

In terms of composition and structure of tropical forests, legumes are the largest
contributors due to the great diversity of genus and species in its three sub-families,
Caesalpinioideae, Mimosoideae and Papilionoideae or Faboideae. Furthermore, legumes can
associate with nitrogen fixing microorganisms forming root nodules and thereby contributing
to nitrogen cycle, having great eco-physiological significance.

This work was divided into chapters, with a view to cover some of the aspects of growth,
photosynthesis and nitrogen assimilation of four native legume trees species: Centrolobium
tomentosum Marth., Inga vera Willd.,, Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. (species that form
root nodules) and Myroxylon peruiferum L.£. (specie that do not present root nodules).

In the chapter I, the growth of four species at 7 and 10 months of age was evaluated. In
general, it was found that I verg presented the greater shoot dry mass and nitrogen
accumulation in the leaves and that L. muehlbergianus presented the greater root and nodule
dry mass as well as the greater nitrogen accumulation in stem, roots and nodules. On the other
hand, M. peruiferum presented the greater relative growth rate and the greater ratio of
final/initial nitrogen accumulation in leaves, stem and roots. As for the net assimilation rate,
significant differences for the four species were not found. These results suggest that even
though M. peruiferum didn't present root nodules, it has greater capacity of incrementing its
biomass more rapidly than other species, in the same period of time.

In chapter II, some aspects of the photosynthetic rate were evaluated along with variables
related to photosynthesis, in plants with 6 and 7 months of age. It was supposed that, in
general, all species had saturated heir photosynthetic capacity in the earlier hours of the

morning, before the beginning of measurements, under relatively high light intensity. Even so,
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the net CO; exchange rates, were relatively low when compared to other tree species. It was
found that I vera presented the greater stomatic conductance, transpiration and CO»
assimilation rate for both ages than the other three species. The water use efficiency ratio in
the studied species were greater than in other species and, among them, C. fomentosum
presented the highest efficiency.

In the chapter III the activity of some enzymes related to nitrogen assimilation and some
of its metabolic products were evaluated in plants of 10 months of age. It was found that in
general I vera presented the highest nitrogenase activity and greater glutamine synthetase and
NADH-glutamate synthase activity even though it was not an ureide producer, while [.
muehlbergianus appears to be an ureide producer. A large accumulation of nitrate was
observed in the leaves of I vera and M. peruiferum, but the nitrate reductase activity of these
species was greater in the roots, while in C. romentosum and L. muehlbergianus the greater
accumulation of nitrate was observed in the roots and the greater activity of nitrate reductase
in the leaves.

The importance of the ecological characteristics of these four legume species m terms of

some physiological variables are discussed in order to recognise eco-physiological aspects of

interest with applications in forest systems.
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I. INTRODUCAO GERAL

Na heterogénea vegetagio do Brasil, as leguminosas sdo muito bem representadas em
diversidade ¢ densidade em ecossistemas variados (Klinge & Rodrigues, 1971; Prance ef al.,
1976; Moreira er al, 1992). Além da sua diversidade, as leguminosas tém grande
potencialidade e ocupam importancia econdmica ao nivel mundial (Faria ef al., 1987; Elevitch
& Wilkinson, 1998, 99).

A familia Leguminosae € o terceiro maior grupo do reino vegetal, possui cerca de 714
géneros e mais de 19.000 espécies conhecidas, sendo a maioria arvores tropicais (Corby, 1981;
Doyle, 1994; Sprent, 1995, 2001). Classifica-se em trés subfamilias: Caesalpinioideae (157
géneros e 2500 espécies), Mimosoideae (78 géneros e 3000 espécies) ¢ Papilionoideae ou
Faboideae (479 géneros e 13500 espécies) (Polhill & Raven, 1981; Sprent, 2001), com habitos
de crescimento arbdreo, arbustivo e herbaceo (Hungria & Aragjo, 1994; Sprent, 2001).

Devido a suscetibilidade dos ecossistemas das florestas tropicais fimidas, as leguminosas
sdo consideradas como alternativas na silvicultura para a re-vegetagdo de areas degradadas
(Magalhées et al., 1982), devido a sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, o que é
importante para o restabelecimento de 4rvores em solos com deficiéncia nutricional (Roggy &
Prévost, 1999).

No presente estudo, os critérios de selegdo para escolher as espécies de leguminosas
arboreas nativas foram a oferta de sementes na época da coleta e a sua relativa importincia

expressada pelo Indice de Valor de Importancia (I.V.1)!, na Reserva Municipal de

! indice de Valor de Importancia (I.V.1.) € um valor do grau da importancia das diferentes espécies da comunidade vegetal,
que ¢ determinado segundo os atributos ou pardmetros fitossociologicos (dominancia, freqgiiéncia ¢ densidade) que caracteriza
amaz espécie individual e cuja somatoria expressa a importincia fisionémica dessa espécie em relagio &s outras espécies do

mesmo ecossistema (Moeller-Dombois & Eflemberg, 1974).



Santa Genebra, Campinas, SP, no Bosque dos Jequitibas, Campinas, SP, e em outras
associagOes vegetais (Matthes, 1980, 1992; Morellato, 1991; Pinto et al., 1997; Aidar, 2000;
Gandolfi, 2000; J. Tamashiro, R. Rodrigues & G. Shepherd, comunicagio pessoal). Estas
espécies foram Centrolobium tomentosum, Inga vera, Lonchocarpus muehlbergianus e
Myroxylon peruiferum.

Da subfamilia Papilionoideae, o género Centrolobium Mart. ex Benth. apresenta fruto tipo
sdmara indeiscente, com nucleo seminifero basal (Barroso er al., 1999). A espécie
Centrolobium romentosum Mart. ex Benth, conhecida popularmente como arariba, arariba-
rosa, ariba, araruva, ararauba, carijo, iririba-rosa, putumuju ou tipiri, ¢ uma arvore de 10 a 22
m de altura, com tronco de 30 a 60 cm de didmetro e folhas compostas imparipinadas com 13
a 17 foliolos ferrugineo-tomentosos na face inferior e pubescentes na superior. Ocorre em
Minas Gerais, Goids, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e Norte do Parana, na floresta
semidecidua da bacia do Parand e afluentes (Lorenzi,1992), com ampla dispersdo na mata
atlantica (Lima, 1985). Segundo Lorenzi (1992), sua madeira ¢ propria para marcenaria €
carpintaria em geral. Pode ser utilizada como arvore ornamental, sendo empregada na
arborizagio de ruas largas, pracas e parques. E uma planta decidua, heliéfita e seletiva
xerofita. Como planta pioneira de rapido crescimento ¢ Gtima para plantios mistos destinados a
recomposi¢do de areas degradadas de preservagio permanente. No entanto, segundo Aidar
(1992) e Sanches (1997), esta € uma espécie secundaria, intolerante & sombra, cujas plantulas
dependem da ocorréncia de clareiras para ocupar novos locais, crescer e assim, atingir o dossel
da mata. Matthes (1980) comentou que esta espécie apresentou um [V 1. de 7,40, ocupando o
terceiro lugar no Bosque dos Jequitibds, Campinas, SP. Produz anualmente grandes
quantidades de sementes viaveis, que podem ser disseminadas pelo vento (Lorenzi,1992).

Floresce durante os meses de janeiro a margo e os frutos amadurecem de Junho a outubro



(Morellato, 1991). A emergéncia das sementes ocorre em 15 a 25 dias, o desenvolvimento das
mudas ¢ rapido e suas raizes apresentam nodulag8o (Faria ef al., 1984 a; Sprent, 2001).

O género Myroxyion L.f. (Papilionoideae) apresenta fruto tipo sdmara indeiscente, ala
com venagfo longitudinal com ntcleo seminifero apical internamente provido de bolsas
resiniferas (Barroso er al., 1999). Myroxylon peruiferum L .f., conhecida popularmente como
cabreliva-vermelha, bélsamo, pau-de-incenso, caboreiba-vermelha, caboriba, pau-de-balsamo,
pau-vermelho, pud, balsamo-caboriba, cabriva, 6leo-vermelho, 6leo-cabretiva, sangue-de-gato
ou quina-quina, ¢ uma arvore de 10 a 20 m de altura, com tronco de 60 a 80 cm de didmetro e
folhas compostas pinadas, com 9 a 13 foliolos glabros na parte superior. Ocorre em quase todo
o pais, principalmente na floresta latifoliada semidecidua da bacia do Parana, Mata Pluvial
Atléntica da Bahia, Espirito Santo e zona da mata de Minas Gerais, floresta equatorial da parte
sul e sudoeste da regidio Amazonica e até na caatinga do nordeste do pafs. A madeira é propria
para mobilidrio, para construgio civil e o tronco fornece, por lesdo, o balsamo de tolu,
empregado em perfumaria. E uma arvore omamental utilizada no paisagismo, indiferente as
condicBes fisicas do solo e Otima para plantios em éreas degradadas de preservacfo
permanente. E uma planta climécica (Rodrigues, 1995), de estddio tardio de sucessdo,
tolerante 4 sombra (Souza & Valio, 2001), decidua e heliéfita, caracteristica da floresta
latifoliada semidecidua, ocorrendo tanto no interior da mata primaria densa como nas
formagBes secundarias. No estudo de Matthes (1980), apresentou um 1.V 1. de 3,55, ocupando
o 9° lugar no Bosque dos Jequitibas, Campinas, SP. Floresce de julho a setembro e os frutos
amadurecem de outubro a novembro. A germinacio é hipdgea, caracteristica comum a
espécies tolerantes a sombra (Bazzaz & Pickett, 1980) e a emergéncia ocorre em 15 a 30 dias,
com taxa germinativa superior a 50 % (Lorenzi, 1992). O desenvolvimento das mudas € rapido

(Lorenzi, 1992) ¢ ndo apresenta formac#o de nddulos radiculares (Sprent, 2001).
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O género Lonchocarpus Kunth. (Papilionoideae) apresenta legume samardide, fruto
internamente néo-septado com suturas desprovidas de expansdes aliformes, mesocarpo parco
ou indistinto e embrido com eixo hipocétilo-radicula curvo (Barroso er al, 1999).
Lonchocarpus muehlbergianus Hassl., conhecida popularmente como guaiani, embira-de-
sapo, feijfo-cru, timbo, rabo-de-bugiu, rabo-de-macaco, rabo-mole ou rabo-de-mico, € uma
arvore ornamental de 15 a 25 m de altura, com tronco de 40 a 50 cm de didmetro e folhas
compostas imparipinadas, com 7 a 13 foliolos glabros na face superior e pubescentes e de cor
mais clara na inferior. Ocorre em Minas Gerais, Mato Grosso do Sul até Rio Grande do Sul,
principalmente na floresta latifoliada semidecidua da bacia do Parana. A madeira é empregada
para tabuado em geral. E uma planta considerada n3o tolerante a sombra, pioneira, decidua,
caracteristica das florestas semideciduas (Cancian, 1999). Apresenta dispersio descontinua,
preferindo solos profundos, férteis e Gmidos, sendo considerada padrio de terra boa. Matthes
(1980) comentou que esta espécie apresentou um LV.I. de 0,34, ocupando o 93° lugar no
Bosque dos Jequitibas, Campinas, SP. Produz grande quantidade de sementes vidveis.
Floresce em outubro e a maturagio dos frutos ocorre em dezembro. Apresenta alta taxa de
germinagdio e esta ocorre de 15 a 25 dias. As mudas desenvolvem-se rapidamente
(Lorenzi, 1992) ¢ as raizes apresentam nodulagéo (Cordeiro ef al., 1996; Sprent, 2001).

O género Inga Mill. da subfamilia Mimosoideae apresenta fruto deiscente tipo legume,
valvas ndo septadas internamente apés a deiscéncia, nem torcidas, nem contorcidas; o fruto se
apresenta de plano-comprimido ou oblongo-eliptico a estreito com mais de 5 cm de
comprimento; a semente ndo alada, sem pleurograma e sem arilo, apresenta sarcotesta e
endosperma; a testa apresenta outra coloragdo diferente ao restante da semente; 0 embrifo
apresenta eixo hipocdtilo-radicula reto (Barroso et af., 1999). Inga vera Willd., conhecida

como ingd-do-brejo, inga-de-quatro-quinas, ingazeiro, inga-banana, ingd ou angd, é uma



arvore de 5 a 10 m de altura, com tronco de 20 a 30 cm de didmetro e folhas compostas
paripinadas, de raquis alada, pubescéncia restrita s nervuras e superficie inferior de cor mais
clara. Ocorre de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, principalmente na floresta pluvial
atlantica. Esta arvore ¢ aproveitada para o paisagismo e sua madeira € empregada para obras e
confecgdes de brinquedos. Produz grande quantidade de frutos comestiveis, tanto por homens
como por animais. E uma planta pioneira, semidecidua, helitfita e seletiva higréfita, otima
para plantios mistos em éreas ciliares degradadas, planicies aluviais e beira de rios da floresta
pluvial atlantica. Apresenta nitida preferéncia por solos bastantes umidos e até brejosos,
ocorrendo quase que exclusivamente em formacdes secundérias (capoeiras e capoeirdes).
Segundo Matthes (1980), esta espécie apresentou um L.V 1. de 0,33, ocupando o 94° lugar no
Bosque dos Jequitibas, Campinas, SP e Pinto er a/. (1997) comentou valores‘ de 4,23 no
Parque Nacional da Chapada, MT. Produz grande quantidade de sementes viaveis, que podem
germinar rapidamente dentro da vagem. Floresce de agosto a novembro e a maturacéio dos
frutos ¢ de setembro a janeiro. A emergéncia ocorre de 3 a 5 dias, a germinagio é total; o
desenvolvimento das mudas ¢ rapido (Lorenzi, 1992) e as raizes apresentam formacio de

nodulos radiculares (Pennington & Fernandes, 1998; Sprent, 2001).



II. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o crescimento inicial de Centrolobium tomentosum, Inga vera, Lonchocarpus
muehlbergianus e Myroxylon peruiferum em condicGes de casa de vegetaco e analisar a

eficiéncia de N alocado as estruturas das espécies.
Determinar alguns aspectos relacionados & fotossintese nas quatro espécies.
Determinar a atividade especifica de algumas enzimas responsaveis pela assimilaciio do

nitrogénio e relacionar com alguns metabélitos produzidos na assimilaco do nitrogénio.



III. CAPITULO 1

CRESCIMENTO INICIAL DE QUATRO ESPECIES DE LEGUMINOSAS

ARBOREAS TROPICAIS

1. INTRODUCAO

O crescimento das plantas pode ser analisado em termos de incremento em massa,
volume, comprimento ou area, envolvido na divisfio, expansdo e diferenciagio do material
protoplasmatico vegetal, como conseqii®ncia da interacfio de processos fisiologicos como
fotossintese, respiragfio, relagdes hidricas, disponibilidade de nutrientes, com os fatores
ambientais. Poorter & Remkes (1990) comentaram que o incremento da biomassa também
pode diferir consideravelmente entre as espécies, em virtude das diferencas de massa das
sementes.

Hall ez al. (1993) mencionaram que existem quatro fatores relacionados & fotossintese que
influenciam no incremento da biomassa: a quantidade de luz incidente, que ¢ determinada pelo
clima; a propor¢3o da luz interceptada pelas organelas da planta, que depende da medida,
estrutura € cor das partes que formam a planta; a eficiéncia da conversdio fotossintética da luz
interceptada pelas organelas, que € determinada diretamente pelos processos fotossintéticos,
expressando a relaglio direta entre a produtividade e fotossintese; ¢ a perda de biomassa pela
respiragéo, com finalidade de manter os tecidos e formar constantemente novos tecidos.

Por outro lado, Pearcy (1990) comentou que as plantas tém a capacidade de ajustar-se
morfologica ¢ fisiologicamente, quanto ao incremento da biomassa, como resposta as

condi¢des desfavoraveis de luz e varios autores (Gloser & Gloser, 1996; Wong & Stur, 1996;



Dias-Filho, 1999 ¢ Nandal er al., 1999) enfatizaram que esta capacidade de ajuste é a chave da
determinagdo competitiva potencial, que pode variar entre as espécies em condicOes
ambientais especificas.

Aproximadamente 90 % da MS das plantas séo originados de produtos fixados a partir da
A (Poorter er al., 1990), ou seja, do C assimilado que ndio foi perdido na respiracio. Neste
sentido, o crescimento das plantas pode ser analisado como o incremento da MS total e a sua
distribui¢do ou alocacfo nas diferentes estruturas envolvidas nos processos fisiologicos que
resultam neste crescimento. Esta alocaciio dos recursos é importante na determinagdo da taxa
de crescimento vegetal.

Segundo Larcher (2000), dentre outros autores, as medidas que sdo consideradas padrdes
para a andlise de crescimento de uma espécie em particular sdo a MS total e a AF {ou
conteddo de clor). Watson (1947) relacionou estes dois pardmetros em uma equacfo
matematica denominada TAL, que expressa o incremento da MS por unidade de tempo,
durante um periodo de producfio de fotoassimilados pelo sistema assimilatério representado
pela AF. Deste modo, a TAL é o resultado do balanco liquido do C da fotossintese e da
respiracdo com respeito ao incremento da biomassa.

Por outro lado, Hunt (1982), dentre outros autores, com base no mesmo principio
matematico da TAL, expressam a TCR como a aumento da MS por unidade de tempo, com
relagéo a MS inicial da planta. Na TCR implicitamente estdo relacionadas a RAF, que refere-
se a quantidade de AF por unidade de massa total da planta, a AFE que € a quantidade de AF
por unidade de massa foliar ¢ a TAL, anteriormente descrita. A TCR pode estar associada com
a TAL, no sentido de refletir a A na quantidade de AF disponivel para a interceptacdo de luz e

na alocagéo da biomassa foliar (Lambers et al., 1998).
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Nio so a entrada de C afeta o crescimento das plantas, sfo também importantes a
eficiéncia da utilizagfo da dgua e o suprimento adequado de nutrientes. Grime & Hunt (1975)
¢ Lambers & Poorter (1992), mencionaram que as variagdes na TCR também ocorrem pela
disponibilidade de nutrientes, pois em condi¢6es adequadas de nutrico, as plantas apresentam
altos valores de TCR. Além disso, nas plantas existe estreita correlagdo entre o metabolismo
de C e de N, pois a redugdo na disponibilidade de N, provoca diminuico da atividade
fotossintética e, por conseguinte, diminui¢o da biomassa dada pela fixagfio de C (Osmond et
al., 1982).

Marschner (1995) comentou que dentre os elementos mais requeridos pelas células,
depois do C, oxigénio e hidrogénio, obtidos pela A e absor¢do da dgua, o N representa de 1,3 a
6,0% da MS da planta. Além de ser utilizado na formagfo da Rubisco, o N ¢ imprescindivel
para a formacéo das membranas dos tilacéides.

Segundo Hungria & Aradjo (1994) o N existente nas plantas provem principalmente da
decomposicio da matéria orgénica e/ou do nitrogénio fornecido pelos fertilizantes no sole. O
N pode também ser fornecido através da reducdio do N, atmosférico a NHy", que ocorre via
FBN. A eficiéncia de utilizagdo do N pelas plantas, crescendo com livre acesso aos nutrientes,
é portanto, basicamente determinada pela absor¢io do NOs™ e NH,' através das raizes ou pela
FBN que ocorre nos nddulos radiculares e pela capacidade de mobilizar, alocar ou armazenar
o N nos diferentes érgdos da planta, com a finalidade de disponibiliza-lo ao longo do
crescimento (Pimentel, 1998; Lambers ef al., 1998). A relagfio de eficiéncia do N ¢ a producfio
de biomassa com relago ao suprimento de N e € definida como a razdo entre a biomassa e a
quantidade de N presente nessa biomassa. Siddigi & Glass (1981) comentaram que a
eficiéncia de absorgdo pelas raizes ¢ tdo importante quanto a eficiéncia de utilizacio do N

absorvido. Estes autores desenvolveram um outro indice que permite relacionar o incremento
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da biomassa com o contetido de N absorvido em um determinado periodo de produgdo. Este
indice denominado IEUN foi definido como a biomassa ao quadrado sobre a concentracio do
N no tecido vegetal.

O objetivo especifico deste capitulo foi avaliar o crescimento inicial de plantas de
Centrolobium  tomentosum, Inga vera, Lonchocarpus muehibergianus ¢ Myroxylon
peruiferum, em condi¢des de casa de vegetacio e analisar a eficiéncia de utilizagdo do N

translocado as diferentes estruturas das plantas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizadas sementes de Centrolobium tomentosum Mart. ex Benth. (Centrolobium),
coletadas na Reserva Municipal de Santa Genebra, Campinas, SP, em outubro de 2000:
Lonchocarpus muehibergionus Hassl. (Lonchocarpus), coletadas no Parque Ecolégico
"Arboretum” da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em setembro de 2000;
Myroxylon peruiferum L.f. (Myroxylon) e /nga vera Willd. (Inga), coletadas na éarea que
circunda o Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, em

setembro de 2000 e em janeiro de 2001, respectivamente.

2.2. Germinacido das sementes e condicdes de cultivo

As asas de 208 frutos de Centrolobium e 455 frutos de Myroxylon foram cortadas e as
sdmaras colocadas para germinar em bandejas de pldstico sem qualquer tipo de substrato.
Estas simaras foram lavadas diariamente com 4gua corrente e em seguida mantidas ao ar livre
para secar (ISTA, 1966). Este procedimento foi continuo até a Gltima germinacio acontecer.
Conforme germinavam, as sementes foram sendo transferidas para bandejas contendo
vermiculita lavada. O critério para se considerar a semente germinada foi a protrusio da
radicula (Davidovich, 1980).

As sementes de Lonchocarpus e Inga foram separadas dos frutos e, apés remocio manual
do endocarpo de Inga, foram desinfetadas com hipoclorito de sédio diluido a 1% por 5 min e

colocadas diretamente em bandejas de pldstico contendo vermiculita lavada.
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Todas as bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo do Departamento de Fisiologia
Vegetal do IB da UNICAMP, sob condi¢des de luz e temperatura naturais. Diariamente, foram

registradas as temperaturas maximas e minimas com um termémetro de maximas e minimas

(INCOTERM).

2.3. Coleta de nédulos, isolamento de rizébios e producio de inoculantes

Um més depois da germinacdo, quando as plantulas j& estavam estabelecidas, foram
transferidas para vasos de plastico contendo 5,0 L de solo proveniente da Reserva Municipal
de Santa Genebra, para propiciar a formagdo de ndédulos radiculares por infecio das raizes
com rizébios nativos.

Quatro meses apds o plantio, algumas plantas de Centrolobium, Inga e Lonchocarpus
foram coletadas para observar a ocorréncia de nodulos nos sistemas radiculares. Os nodulos
foram retirados, desinfectados, cortados ao meio e alguns dos que apresentavam coloracio
vermelha no interior, foram utilizados para isolamento das estirpes dos rizobios e posterior
preparacdo de inoculantes, segundo os métodos de Vincent (1970). A superficie exposta dos
nodulos cortados ao meio foram passadas, com auxilio de uma pinga esterilizada, sobre placas
de Petri contendo meio de cultura 79 sélido (Fred & Waskman, 1928). Ao meio foi adicionado
o colorante vermelho-congo a 0,25%, para a identificagdo da pureza das colénias de rizobios
ou azul de bromotimol a 0,5%, para verificar se o crescimento das bactérias era rapido ou
lento (Vincent, 1970). As placas foram incubadas no escuro, em estufa a 28 °C (Roughley &

Pulsford, 1982) e o crescimento e as caracteristicas das coldnias formadas foram observados

diariamente.
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Apods o isolamento, as coldnias foram transferidas individualmente para tubos de ensaio
contendo meio 79 solido inclinado e, apds o tempo suficiente para crescimento em estufa a
28°C as culturas foram mantidas em geladeira a 8 °C.

Para a produglio de inoculantes, parte do isolado foi transferido para erlenmeyers
contendo meio de cultura 79 liquido (Vincent, 1970) ¢ estes foram colocados no escuro a
25°C, sob agitacdo constante (Mesa com agitagdo orbital, MARCONI) até obtengio de uma
suspensdo de rizdbios, para posteriormente ser utilizada para inocular os vasos contendo as
plantas em estudo. Todos estes procedimentos foram realizados sob cimara asséptica de fluxo
laminar (VECO).

Para garantir a nodulacdo efetiva das trés espécies que apresentaram nédulos radiculares,
os mesmos lotes de plantas obtidas a partir da germinagéo, aos quatro meses de idade, foram
inoculados com os inoculantes produzidos. Em cada vaso foram aplicados 5 mL de inoculante

do isolado correspondente a cada espécie. Este procedimento foi realizado novamente quando

as plantas atingiram cinco meses de idade.

2.4, Avalia¢io do crescimento das plantas

Aos sete ¢ dez meses de idade, 15 plantas de cada uma das espécies foram selecionadas,
coletadas e separadas em raizes, folhas (14minas foliares), caule com peciolos e nodulos. Apés
determina¢do da AF, com um integrador (LI-COR, modelo LI-300), todo o material foi
colocado para secagem em estufa (FANEM LTDA) a 80 °C por 48 h para posterior
determinag@o da MS em balanca analitica (MARTE).

A area foliar especifica (AFE), razdo de massa foliar (RMF), razio de area foliar (RAF),

taxa media de crescimento relativo (TCR) e taxa média de assimilagio liquida (TAT) foram



calculadas segundo as formulas utilizadas por Hunt (1982) e a relagdo dos nédulos (como
estruturas fixadoras de nitrogénio atmosférico) com a MS total da planta, foi calculada como

Razdo de Massa Nodular (RMNod).

AF
AFE = ——— (dm’/g)
MS folhas
MS folhas
RMF = —— (g/g)
MS total
AF
RAF = (dm*/g)
MS total
MS2-MS1 In AF2-In AF1
TAL = (mg/om?.dia)
2 -1l AF2 - AF1
InMS2 - In MS1
TCR = (mg/g.dia)
2 -11
MS nédulos
RMNod = ~—— (g/g)
MS total
Onde:

MS1 = massa seca total no tempo t1 (mg)
MS2 = massa seca total no tempo t2 (mg)
AF1= drea foliar total no tempo t1 (cm?)
AF2 = érea foliar total no tempo t2 (cm”)

t1 = tempo da primeira coleta (dias)
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{2 = tempo da segunda coleta (dias)

2.5. Andlise do nitrogénio total

Amostras de folhas, caules, nddulos e raizes de plantas com 7 e 10 meses de idade, secas
em estufa a 60 °C, foram moidas em moinho de bola para determinacio de N total no
Laboratério de Microbiologia do Instituto Agrondmico de Campinas. Utilizou-se a técnica
semi-micro Kjeldahl, desenvolvida por Bremner (1965a), seguida por destilagdo a vapor e
titulagdo para quantificacdo de aménio.

O incremento do N total de 7 a 10 meses de idade, foi calculado por meio da razdo
final/inicial (/1) do N total. Igualmente foi calculada a relagdio de eficiéncia do N (REN),

segundo Esteves (1985), para expressar a quantidade de MS produzida por unidade de N:

MS total (g)
REN = ———— x 1000
N total (mg)

Para calcular o indice de eficiéncia de utilizacio do nitrogénio (JEUN), aplicou-se a

equagdo desenvolvida por Siddigi & Glass (1981):

(MS)*
IEUN = — (g%/g N.planta)
N acum.
N total (g N)
Nacum. = —— (g N/MS planta)
MS planta
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2.6. Analise estatistica

Foi utilizada analise de varidncia simples, seguida do calculo da diferenca minima

significativa (DMS) pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Utilizou-se o programa

estatistico VARPC,

Os dados de germinagéo em porcentagem foram transformados para arco«sen()\/p; sendo p

a propor¢do de sementes germinadas.

18



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Germinacao das sementes

A germinacéo das sementes de Inga foi rdpida e atingiu 100% em 2 dias (fig. 1.1), como
efetivamente foi observado por Lorenzi (1992). Para a germinacio das sementes de
Centrolobium, a lavagem didria e posterior secagem das sdmaras ao ar livre permitiu que a
agua amolecesse o exocarpo espinhoso do fruto e a alternfincia de temperaturas tornasse
permedvel o tegumento, propiciando, aos dez dias apds o inicio do tratamento, a germinacio
acumulada de 76,3% (fig. 1.1). O tratamento de lavagem e secagem teve duraciio de 49 dias,
quando todas as sementes vidveis j4 haviam germinado.

Nos frutos de Myroxylon, este mesmo tratamento de lavagem e secagem diarias permitiu
eliminar a protecdo do exocarpo e a cumarina presente na semente. Mesmo sendo a curmarina
considerada um inibidor de germinacdo de outras sementes (Inenami er al., 1984) parece ter
sido relevante para as proprias sementes de Myroxylon elimina-la parcialmente para a
germinacio do embridio. No entanto, é possivel que outros fatores como o aumento da
permeabilidade do tegumento também tenham influenciado a germinacfo destas sementes. A
primeira germinacdo aconteceu aos 23 dias apés inicio do tratamento, mas o tratamento de
lavagem e secagem teve duragdio total de 68 dias, até a germinaco de todas as sementes
viaveis, obtendo-se uma germinacio acumulada de 44,5% (fig. 1.1). Souza (1996) comentou
que as sementes de Myroxylon comecaram a germinar aos 5 dias apds colocadas em caixas
gerbox, alcancando 72% de germinagfio em condiges de laboratério. Em condi¢es de
campo, em bandejas contendo terra, a germinago alcangou 17,5%, com inicio da germinagio

quase aos 30 dias.
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Figura 1.1. Curvas de porcentagem de germinacio acumulada sob condiges de casa de

vegetacio no Departamento de Fisiologia Vegetal, IB (UNICAMP).

As sementes de Lonchocarpus comegaram a germinar aos 4 dias apos a semeadura e a
porcentagem de germinagéo acumulada foi de 34,5% em 25 dias (fig. 1.1). Cancian (1999)
mencionou 60% de germinagfo méxima para esta espécie, com inicio do processo aos 11 dias

apos a semeadura.

3.2. Avaliacio do crescimento das plantas

Na casa de vegetacio, a temperatura maxima média foi de 34,5 °C % 2,7; a temperatura
minima média foi de 18,2 °C £ 3,0 °C e o registro das temperaturas médias registradas as
9:00h da manhi foi de 28,6 °C + 2,4 °C. As temperaturas mais altas foram registradas nos
meses de janeiro a abril € os registros de temperaturas mais baixas de maio até julho de 2001

(fig. VIIL.1, do apéndice).
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Observou-se nodulos de tipo indeterminado em plantas de Inga e Lonchocarpus, enguanto
para Centrolobium os nddulos foram de tipo determinado, redondos de grande tamanho e
coloragfio interna vermelha. Os nédulos das plantas de Inga e Lonchocarpus, apresentaram
forma cilindrica ou ramificada, com mais de um meristema e colora¢io interna variando entre
branco (parte apical), vermelho (parte mediana) e marrom (zona senescente). Nédulos
semelhantes foram observados por Cordeiro et al. (1996) e Gross et al. (2002) em plantas de
Lonchocarpus ¢ de angico—do—cerrado, respectivamente.

Comparando-se o crescimento das espécies estudadas aos 7 e 10 meses de idade,
observou-se que Myroxylon e Inga apresentaram, aos 7 meses de idade o maior niimero de
folhas. Aos 10 meses, Myroxylon continuou apresentando o maior nimero de folhas,
sobressaindo-se as outras trés espécies (fig. 1.2A). A razfio nimero de folhas final/inicial foi
maior para Myroxylon, enquanto que para as outras espécies esta razdo foi estatisticamente
igual (fig. 1.2B).

Inga apresentou a maior altura do caule em ambas idades (fig. 1.2C), porém a razio altura
de caule final/inicial foi estatisticamente igual para Inga, Lonchocarpus e Myroxvlon (fig.
1.2D). Souza (1996) comentou que Myroxylon apresentou maior crescimento em altura do
caule sob condigBes da casa de vegetagdo quando comparada com outras 15 espécies arboreas
nativas diferentes das estudadas neste trabalho.

Quanto & MS de cada estrutura das plantas, observou-se que Inga e Lonchocarpus
apresentaram maiores valores para folhas e caule aos 7 meses de idade. Aos 10 meses de idade
Inga apresentou a maior MS (figs. 1.3A e 1.3B). Lonchocarpus apresentou a maior MS de

raizes nas duas idades (fig. 1.3C) e a maior MS nodular aos 7 meses de idade (fig. 1.3D). Aos
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Figura 1.2. Avaliacio do niimero de folhas (A), razdo do namero de folhas final/inicial
(B), altura do caule (C) e razdo da altura do caule final/inicial (D), nas espécies estudadas,
aos 7 ¢ aos 10 meses de idade. Tukey a 5 % de probabilidade. As letras comparam as

diferentes espécies, dentro de cada idade.

10 meses de idade, a MS nodular de Lonchocarpus e Inga e de Centrolobium e Inga foram
estatisticamente iguais (fig. 1.3D). Lonchocarpus apresentou a maior MS total (fig. 1.3E} em
conseqiiéncia da grande MS de raizes (vide fig. 1.3C). Em Myroxylon, o maior incremento da

MS foi refletido na maior TCR desta espécie em relagio as outras (fig. 1.3F).
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Cancian (1999) mencionou que Lonchocarpus apresentou maior actimulo de MS em
raizes que na parte adrea € que a maior contribuicio para o incremento de MS no sistema
radicular foi devido ao maior comprimento em extensio da raiz principal e a seu maior
desenvolvimento em didmetro.

Quanto & AF, Inga apresentou maior AF total aos 7 meses e Lonchocarpus aos 10 meses
(fig. 1.4A). No entanto, a maior razio de AF total final/inicial foi observada em Myroxylon,
enquanto que nas outras especies esta razéo foi estatisticamente igual (fig. 1.4B). Myroxylon
apresentou também a maior RAF e a maior AFE aos 10 meses de idade, enquanto que, aos 7
meses de 1dade, os maiores valores foram encontrados em Centrolobium (fig 1.4C e 1.4D).
Lonchocarpus que teve a menor RAF nas duas idades (fig. 1.4C) apresentou uma razio
raiz/parte aérea muito maior que as outras trés espécies, as quais ndo diferiram entre si aos 7
meses de idade (fig. 1.4E). Nesta mesma idade, Centrolobium e Inga apresentaram MS de
parte aérea e raizes, praticamente iguais (fig. 1.4E). Aos 10 meses de idade, a razdo raiz/parte
agrea de Centrolobium aumentou e esta espécie destacou-se em relacéo a Inga e a Myroxylon.
Em Myroxylon, em ambas as idades, a MS da parte aérea foi um pouco maior que a MS das
raizes (fig. 1.4E).

Com respeito & TAL ndo foram observadas diferencas significativas entre as espécies
estudadas (fig. 1.4F).

Quanto & proporcio entre as diferentes partes da planta, observou-se que Myroxylon
apresentou maior RMF ¢ RMC em ambas as idades, embora, aos 10 meses, Inga tenha
apresentado RMC estatisticamente igual a Myroxylon (figs. 1.5A e 1.5B). Lonchocarpus, que
apresentou as menores RMF e RMC, teve a maior RMR em ambas as idades (fig. 1.5C).
Centrolobium apresentou a maior RMNod aos 7 meses de idade, mas aos 10 meses de idade,

ndo foram observadas diferencas significativas entre as 3 espécies (fig. 1.5D).
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Sabe-se que AFE € a quantidade de AF por unidade de massa foliar, RMF é a fracdo da
massa total alocada as folhas ¢ RAF representa a dimenséo relativa do aparelho fotossintético
da planta (Corré, 1983). Observando-se que Myroxylon foi a espécie que apresentou ¢ maior
incremento em nimero de folhas no periodo de tempo avaliado (maior razio de nimero de

folhas final/inicial) € as maiores razdes de AF total final/inicial (ganho em MS e AF), verifica-
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se que isso foi realmente refletido em maiores RMF, RAF e AFE nessa espécie. Lambers ef al.
(1998) ¢ Poorter & Remkes (1990), comentaram que a RAF, sendo produto da AFE com
RMF, estéd diretamente relacionada a varidveis da TCR e que, em caso de maiores RAF, AFE
ou RMF, a TCR também serd maior. Isto foi efetivamente constatado pela maior TCR
encontrada para Myroxylon.

No caso de Lonchocarpus, a razio de AF total final/inicial foi menor que a de Myroxylon
€ 0 incremento em massa foliar no periodo de tempo avaliado também, o que foi refletido em
menores RMF, RAF e AFE. Lambers er al. (1998) comentam que quando a AFE diminui,
também diminui a quantidade de AF disponivel para a intercepgio de luz, por conseguinte,
diminui o ganho liquido de C e, por sua vez, a TCR serd menor, como aconteceu com
Lonchocarpus cuja TCR foi a menor das espécies estudadas.

Poorter & Remkes (1990) comentaram que o rapido crescimento das espécies com alto
AFE e altas TCR, aparentemente produz folhas com baixo investimento em biomassa, o que
poderia explicar em parte a menor MS$ foliar encontrada em Myroxylon em ambas as idades.
Além disso, estes mesmos autores mencionaram que as diferencas na AFE entre espécies
podem ser devidas a fatores morfologicos, gerados pelo gendtipo da espécie (como
engrossamento foliar, dentre outros) e Wang er al. (1994) complementaram que as alteragdes
nos parametros relacionados & morfologia foliar (RAF, RMF e AFE) observadas com o
aumento da idade das plantas, revelam a capacidade de adaptagio das folhas as condigdes
variaveis de radiag@o ao longo do crescimento e desenvolvimento da planta.

Varios dos pardmetros de crescimento caracterizam os estadios de sucessdo das espécies,
segundo o ecossistema em que elas se encontrarem. E assim, que Rodrigues (1993) concluiu
que Myroxylon € uma espécie climacica o de sucesséio tardia, nas suas observagdes feitas na

Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. Entende-se como espécie pioneira ou de sucessio
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inicial aquela que coloniza primeiramente os ambientes perturbados e espécie climéacica ou de
sucessdo tardia, aquela que consegue se instalar finalmente na substituigdo seqiiencial da
sucessdo no interior da floresta. No entanto, analisando Myroxylon em condices de casa de
vegetagdo, poder-se-ia pensar que trata-se de uma espécie pioneira. Ramakrishnan er al.
(1982) comentaram que as espécies iniciais possuem maior altura que as espécies tardias,
apresentam maior crescimento em extensdo do caule e maior produgiio de folhas (RMF).
Myroxylon crescendo sob condi¢des de casa de vegetagio, apresentou crescimento do caule
relativamente alto e maior RMF aos 10 meses de idade, caracteristicas de espécies iniciais.
Bazzar & Picket (1980) comentaram que as espécies iniciais tém maior TCR, ou seja, crescem
mais rapido que as tardias e esta também foi uma caracteristica apresentada por Myroxylon.
Walters ef al. (1993) e Kitajima (1994) mencionaram que espécies iniciais alocam menos
biomassa para o sistema radicular. Myroxylon apresentou esta caracteristica e as outras trés
espécies alocaram mais biomassa para as raizes, o que é proprio de espécies tardias,
possivelmente para facilitar a captacio de nutrientes.

Os mesmos autores anteriormente citados, mencionaram que espécies intolerantes a
sombra parecem apresentar maior RAF, maior AFE e maior RMF, que as espécies tolerantes.
Consideram-se espécies tolerantes & sombra, aquelas que ndo necessitam de clareiras para
regenerar-se € que geralmente sdo espécies de estadios tardios de sucessdo; e especies
intolerantes & sombra, aquelas iniciais, que precisam de maior radiacfio solar para crescer
(Hartshorn, 1980). Myroxylon ¢ citada como tolerante 4 sombra, mas segundo os parametros
apresentados em condicdes de casa de vegetagho, maior RAF, maior AFE e maior RMF,
comporta-se como espécie ndo necessariamente tolerante 4 sombra. Esta observacdo foi
corroborada por Souza & Vilio (2001) que comentaram que Myroxylon ndo apresentou

diferencas significativas no crescimento, em tratamentos com sombreamento ou radiacdo
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plena. Por outro lado, Loach (1970) mencionou que a TAL é maior em espécies intolerantes a
sombra ¢ a TAL de Myroxylon ndo foi significativamente diferente das TAL das outras trés
espécies, portanto essa espécie nio é necessariamente tolerante a sombra.

Segundo Lambers & Poorter (1992) e Lambers ef al. (1998) as vantagens ecoldgicas das
espécies inicials que possuem altas TCR s#io a rapida ocupacio de espacos perturbados ¢ a
maior competigdo pelos recursos que sdo limitados no solo.

Quanto a analise do N total, apresentado como N acum., observou-se que Inga e
Lonchocarpus apresentaram mais N acum. em folhas aos 7 meses de idade e que aos 10 meses
&e idade Inga apresentou maior concentracio de N em folhas que as outras espécies (fig.
1.6A). Lonchocarpus teve maior actimulo de N em caule (fig. 1.6B), raizes (fig. 1.6C),
nédulos (fig. 1.6D) e na planta toda (fig. 1.6E), em ambas as idades. Mas, o incremento de N
acum. no periodo de tempo avaliado em Myroxylon (razdo final/inicial) foi maior para todas
as estruturas da planta (figs 1.7A, 1.7B, 1.7C ¢ 1.7E). Em relacdo aos nddulos, a maior razio
final/inicial foi encontrada em Lonchocarpus (fig. 1.7D).

Miranda (2002) encontrou em plantas de Crofalaria juncea com 2 meses de idade,
inoculadas e sem tratamento com N mineral, valores de 0,14 ¢ N/g MS foliar, 0,12 g N/g MS
radicular e 0,44 g N/g MS nodular. Isto indica a variabilidade existente nas leguminosas na
assimilacdo de N absorvido e assimilado, pois este N pode ser rapidamente translocado para
estruturas novas, favorecendo em distintos graus, o desenvolvimento vegetativo (Heichel &
Vance, 1983; Buttery & Dirks, 1987, Brown & Walsh, 1994). Esta tranlocagio possivelmente
pode ser confirmado nas raizes de Lonchocarpus.

Quanto a REN (tab. 1.1), Myroxylon apresentou o maior valor para ambas as idades.

Esteves (1985), com base em vérios autores enfatizou que, quanto maior o quociente de
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eficiéncia, maior € a utilizagiio do N na produgio de MS. Isto efetivamente foi observado em

Myroxylon, que apresentou a maior TCR no periodo de tempo avaliado (vide fig. 1.3F).

Tabela 1.1. Relagdo de eficiéncia do N nas espécies estudadas, aos 7 ¢ 10 meses de idade.

REN Espécies
Idade (meses) | Centrolobium | Inga Lonchocarpus | Myroxylon
g M5/ mg N)
7 45,70 40,85 44,05 80,91
10 50,28 4781 42,39 86,94

Na analise de eficiéncia de utilizagdio do N apresentada como indice (IEUN), observou-se
que Lonchocarpus apresentou o maior valor em ambas as idades (fig. 1.6F), embora
Myroxylon tenha apresentado a maior razio de IEUN corroborando a REN (fig. 1.7F e tab.
1.1).

Segundo Poorter ez al. (1990), Lambers & Poorter (1992) e Poorter & Jong (1999),
espécies com altas TCR e AFE s3o caracterizadas por altas concentracdes de N acumulado em
folhas e raizes. Em Myroxylon foi observada, nfio sé a maior TCR, como também a maior

razdo final/inicial de N acumulado, tanto nas folhas como em caule ¢ raizes.
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IV. CAPITULO 2

ASPECTOS DA FOTOSSINTESE EM QUATRO ESPECIES DE LEGUMINOSAS

ARBOREAS TROPICAIS

1. INTRODUCAOQ

Varios estudos envolvendo trocas gasosas tém sido realizados com diferentes espécies
arbéreas sob condigbes naturais (Tenhunen er al., 1981; Pereira ef al., 1986; Zotz ef al., 1995;
Ishida ef al., 1996, 1999; Eschenbach er ai., 1998; Pefiuelas ef al., 1998). Segundo Gonzalez-
Rodriguez (2002), este tipo de estudo é dificultado devido & variabilidade dos fatores
ambientais. Contudo, pesquisas basicas como estas ajudam a esclarecer as relagdes entre os

individuos de uma comunidade e podem ser uteis em projetos de conservagdo, proteciio e

recuperacdo.

Em plantas lenhosas a taxa fotossintética é varidvel, podendo oscilar, sob condi¢Bes
naturais, entre 3 e 30 pmol/m’s (Ceulemans & Saugier, 1991), devido as diferengas no
comportamento de cada espécie e flutuagdes nas condigdes ambientais. Larcher (2002)
observou que, em geral, as taxas fotossintéticas em arvores tropicais de florestas chuvosas s3o
relativamente altas, oscilando entre 10 e 16 pumol/m?.s, enquanto que em arvores de zonas
temperadas, variam de 6 a 12 pmol/m?.s.

A primeira etapa do processo fotossintético ocorre nos cloroplatos. Nestas estruturas
alocadas no mesofilo foliar, distingue-se trés fases: 1) absorgdo de fotons pelas clorofilas e
carotenoides. Estes dois pigmentos estdo localizados nas membranas dos tilacéides e

absorvem a maior parte da energia da radiagiio fotossinteticamente ativa (PAR), cujo
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comprimento de onda vai de 400 até 700 nm. A energia de excitacdo ¢ transferida aos centros
de reag@io dos fotossistemas, onde ocorre a segunda fase; 2) os elétrons derivados da ruptura da
agua com a simuitdnea produgio de O,, sfo transportados ao longo de uma cadeia
transportadora de elétrons alojada na membrana do tilacéide. O NADPH e ATP produzidos
nesta reagdo so utilizados na terceira fase fotossintética; 3) na fase de carboxilac¢do do ciclo
de Calvin, o CO; e H,0 sdo incorporados & Ribulose-1,5-bifosfato {RuBP) para formar 2
moléculas de 4cido fosforilado de 3 carbonos (acido-3-fosfoglicérico, 3-PGA), em uma reacio
catalisada pela Rubisco. Na fase de reducfio do ciclo de Calvin, o grupo carboxiico do 3-PGA
se reduz a um grupo de éster de anidro de 4cido (4cido 1.3-bisfosfoglicérico, 1,3-bisPGA) por
adicdo do grupo fosfato terminal do ATP proveniente da fase dois, enquanto que o NADPH,
igualmente proveniente dessa fase, atua como agente redutor, doando 2 elétrons ao atomo
superior que forma parte do grupo éster anidro, liberando o Pi e produzindo 3-
fosfogliceraldeido (3-PGald). Em cada trés voltas do ciclo de Calvin se fixam trés moléculas
de CO;, com produg¢io liquida de um 3-PGald. Algumas moléculas de 3-PGald sio utilizadas
nos cloroplastos para formar amido, o qual é armazenado nos proprios cloroplastos; este
amido pode ser hidrolizado durante a noite e o produto ser exportado para o citosol. Qutras
moléculas de 3-PGald sfo transportadas fora dos cloroplastos para o citosol, onde sdo usados
para produzir sacarose e outros metabolitos que serfio exportados via floema (Azcon-Bieto &
Talon, 1993; Lambers er al., 1998; Taiz & Zeiger, 1998).

As diferengas na capacidade fotossintética das plantas séo resultado das variagbes de
fatores ambientais como luz, CO,, temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes e da idade
da folha. Cada espécie apresenta diferencas especificas sob condigdes Otimas, segundo seu
genotipo (Lambers et al., 1998). As mudancas didrias dos fatores ambientais influenciam a

fotossintese, bem como as varidveis associadas a ela (gs, E, Ci). Além disso, a Rubisco



catalisa a carboxilacdo e oxigenacdo da RuBP e esta catalise depende das concentracdes
relativas de COz e O, e da temperatura da folha. Segundo Xu & Shen (1996), a resposta
fotossintética apresenta um pico méximo ao meio-dia, o que é tipico para qualquer espécie
vegetal. Em dias de alto déficit de pressdo de vapor a fotossintese registra dois picos maximos
antes e depois do meio-dia, apresentando depressio do meio-dia. Em dias com severo déficit
de pressdio de vapor, quando as folhas excedem temperaturas altas, registra-se s6 um pico
maximo seguido de varias depressdes, detectado no periodo da manh4, quando a umidade do
ar ¢ alta.

As plantas respondem & deficiéncia da PAR com mudangas em seu metabolismo, na
morfologia foliar, na orientagdo das folhas ou no alongamento do caule, para evitar
sombreamento ¢ desta maneira tornar méxima a interceptagiio da luz (Frankland, 1986). A
presenga simultanea de clorofilas e carotendides amplia a gama de fotons visiveis que podem
ser absorvidos (Azcon-Bieto & Talon, 1993), mas quando os niveis de irradidncia siio muito
altos, os carotendides, que além de funcionarem como pigmentos coletores de luz, também
protegem as clorofilas contra o excesso de luz solar, absorvendo a energia excedente e
liberando-a em forma de calor (Salisbury & Ross, 1994). Baixas intensidades luminosas
provocam estresse nas plantas, porque a irradifncia limita a fotossintese e, deste modo, o
ganho liquido de C refletido no crescimento da planta. Mas, altas intensidades luminosas
também provocam estresse, causando danos no aparelho fotossintético.

O fechamento estomatico € considerado o principal fator do declinio da taxa
fotossintética, e ¢ freqiientemente acompanhado pela reducio na Ci (Farquhar & Sharkey,
1982). O suprimento de CO; aos cloroplastos é um processo de difusdo que se d4 através dos
estdmatos. Ao amanhecer os estdmatos geralmente se abrem relativamente répido, permitindo

a entrada do CO; que seria utilizado na fotossintese durante o dia e durante o entardecer se
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fecham gradualmente. A entrada de CO, determina a Ci, e esta, segundo Sharkey & Raschke
(1981), em baixas intensidades luminosas, pode converter-se em um fator regulador que vai
aumentando com o aumento da irradidncia, mantendo os estdmatos abertos. Fm altas
intensidades luminosas, esta resposta direta pode aumentar muito a concentracio de CO»
necessario a fotossintese. Baixas Ci também promovem a abertura dos estématos e altas (i,
provocam fechamento parcial dos estdmatos, tanto na luz como no escuro (Lambers er al.,
1998).

Temperaturas elevadas provocam fechamento dos estdmatos, mas podem acarretar
aumento na taxa respiratéria, 0 que provocaria um incremento no Ci, provocando fechamento
estomatico. Segundo Lambers er al. (1998), em algumas espécies as temperaturas elevadas
provocam a abertura dos estdmatos em vez de seu fechamento o que conduziria aoc aumento da
transpiracio e redugdio da temperatura externa da folha. O efeito da temperatura sobre a
fotossintese depende da espécie, das condicdes ambientais em que estas cresceram e das
condigdes ambieﬁtais durante as medigdes. Em geral, a temperatura dtima para a fotossintese ¢
similar & temperatura em que a planta cresce, exceto em ambientes frios, onde as temperaturas
das folhas sdo superiores & temperatura do ar.

Por outro lado, os estdmatos sdo sensiveis & urnidade atmosférica e fecham-se quando a
diferenga entre o contetido de vapor da dgua do ar e dos espacos intercelulares supera niveis
criticos. Quando este gradiente elevado induz ao fechamento estomatico, o COs na folha se
esgota o que provocaria a abertura dos estdmatos. Iguaimente, quando a disponibilidade de
agua na planta decresce, ocorre fechamento estomatico para evitar perda da 4dgua, o que
provocaria diminui¢&o da difusio de COs, limitando as reagdes da fase escura da fotossintese.

A fotossintese de uma folha nfio aumenta ou diminui de maneira instantinea com a

variacdo da irradiagdo. Esta resposta nfo imediata ao aumento da irradiacdo, conhecida como
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efeito de induclo, € controlada basicamente pelas mudangas na gs, sendo que Ci permanece
relativamente elevada durante as primeiras fases do efeito de indugio. Enquanto isto acontece,
a Rubisco uma vez ativada pela luz, pode promover a fixagdo de CO,, que comecga com muita
rapidez ¢ diminui uma vez que tenha alcangado a saturago.

A medida que uma folha cresce, sua capacidade fotossintética aumenta até o
desenvolvimento completo da folha, depois, esta capacidade vai diminuindo 4 medida que a
folha vai ficando senescente. Isto acontece porque nas plantas existe correlaciio entre o
metabolismo de N e o metabolismo de C, ocorrendo diminuicfio na A com a diminuicio da
disponibilidade de N (Osmond ef al., 1982). Com aumento da disponibilidade de N, ha
aumento proporcional da atividade da Rubisco e da assimilagio de C até atingir a saturac3o.
Como a assimilagdo do CO; ¢ diretamente proporcional ao contetido de N foliar, durante a
ontogenia, este teor de N vai diminuindo e ocorrem as mesmas variagdes na Rubisco (Dalling,
1985). Igualmente, o metabolismo de C depende do metabolismo de N para a sintese de
enzimas de carboxilagdio e o metabolismo de N depende do fornecimento dos &cidos
orgénicos, ATP e NADH, oriundos do metabolismo de C (Ritcher, 1993). Do mesmo modo, a
atividade fotossintética exerce efeito sobre a FBN, uma vez que os carboidratos produzidos
pela fotossintese fornecem a energia para o crescimento e funcionamento dos nédulos (Hunt &
Layzell, 1993; Sangakkara, 1994).

O objetivo especifico deste capitulo foi determinar alguns aspectos relacionados a
fotossintese em Centrolobium tomentosum, Inga vera, Lonchocarpus muehlbergianus e

Myroxylon peruiferum, em condigGes de casa de vegetacéo.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicdes de cultive

Foram utilizadas plantas com seis e sete meses de idade, de Centrolobium tomentosum
Mart. ex Benth. (Centrolobium), cultivadas a partir de sementes coletadas na Reserva
Municipal de Santa Genebra, Campinas, SP, Inga vera Willd (Inga), Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl. (Lonchocarpus) e Myroxylon peruiferum L £ (Myroxylon), cultivadas
a partir de sementes coletadas na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Estas
especies foram mantidas em vasos de 5 L, contendo solo proveniente da Reserva Municipal de
Santa Genebra, Campinas, SP, sob condi¢Bes naturais de luz e temperatura, em casa de
vegetacdo do Instituto de Biologia (UNICAMP). Todas as espécies, exceto Myroxylon que
ndo forma nédulos radiculares, foram previamente inoculadas com isolados de rizébios

nativos provenientes do solo da Reserva de Santa Genebra.

2.2. Atividade fotossintética e variiveis relacionadas com a fotossintese
A fotossintese foi medida como taxa liquida de trocas de CO; (A4), através do Sistema de
Fotossintese Portdtil - IRGA (Infra-Red Gas Analyser) em sistema aberto (LCA-4 ADC,

Analytical Development Company Limited). Simultaneamente, com ¢ mesmo IRGA, obteve-

se as seguintes varidveis relacionadas com a A:

T sup. folha = temperatura superficial da folha (°C)
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PAR = radiacBo fotossinteticamente ativa incidente na superficie foliar (densidade de
fluxo de fotons) (umol f(')tons/mz.s)

gs = conduténcia estomética (mol/m?.s)

E = taxa de transpiragdo (mmol/m?.s)

Ci = CO; subestomatico (umol/mol)

As medidas da A foram realizadas fora da casa de vegetacdo, em dias de céu claro, sob
radiacio plena, das 9:00 as 14:00 h, nos periodos de maio e junho de 2001. Foram utilizadas
repeticbes de 3 plantas para cada espécie e as medidas foram realizadas em quatro folhas
expandidas, respeitando o grau de inclinagdo destas, com 3 sub-repeti¢des para cada folha, a
intervalos de 10 a 15 s. A 4rea parcial das folhas, pré-determinada na cAmara foliar do IRGA,
é de 6,25 cm’. Para anilise dos dados escolheu-se s6 aqueles dias que apresentaram as
melhores caracteristicas de radiagfo, dentre os varios dias de medigo.

Com a finalidade de comparar as diferentes variaveis da fotossintese, no periodo de tempo
em que foram medidas, foram calculadas as integrais definidas das correspondentes equagdes
de regress3o polinomial de 2° ordem das linhas de tendéncia, como as somas algébricas da
area delimitada pela curva Y = £ (X) (onde f pode ser PAR, gs, Ci, E ou A), entre o intervalo
de integragdo a (1) como limite inferior e 5 (5) como limite superior, no periodo de 9:00 h a
14:00 h (Spiegel, 1972).

Calculou-se a eficiéncia do uso da dgua (FEUA) de acordo com a razdo utilizada por Souza

et al. (2001):

A

EUA = —— (umol COz/mol H;0)
E
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2.2.1. Conteado de clorofila

Apbs a obtenglo das varidveis das trocas gasosas, as mesmas folhas foram utilizadas
para extracdo de pigmentos, segundo Hiscox & Israelstam (1978). Foram retirados discos
foliares de 4rea conhecida (0,7854 cm?'/disco) e estes foram imersos em 7.0 mL de dimetil-
sulféxido (DMSO), em tubos com tampa de rosca. Os tubos foram deixados no escuro em
banho-maria a 65 °C por 30 min e resfriados no escuro em temperatura ambiente, As leituras
da densidade Gptica foram determinadas em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech. Ultrospec
1000) a 470, 663 ¢ 645 nm. Foram realizadas 8 repeticdes para cada especie. Réplicas de
discos foliares com as mesmas 4reas, foram retiradas e submetidas 2 secagem por 48 h em
estufa a 80 °C, para obtencdo da MS.

Os calculos dos teores de clorofila e carotendides, expressos em mg/g MS, foram feitos

de acordo com as equagGes de Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987):

(12,7 . A663 -2.69 . A645)
Clorag= .V
1000 MS

(22,9 . A645 - 4,68 . A663)
Clor. b= Y
1600 MS

(20,2 . A645 + 8,02 . A663)
Clor. total = Y

1000 MS

(1000 . A470)— (1,82 . clor. a) — (85,02 . clor. b)
Carotendides = Y

198
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Onde:
A470 = absorbéncia a 470 nm
A663 = absorbéncia a 663 nm
A645 = absorbéncia a 645 nm
V = volume da amostra (mL)

MS = massa seca da amostra (g)

Os valores em mg/g MS foram convertidos em mg/cm?, pela formula;

Clor.(mg/g MS) x MS discos

Clor. (mg/cm?) =
A discos

Onde:
MS discos = massa seca média dos discos foliares (g)

A discos = érea de um disco foliar (cm?)

Além disto, calculou-se a razéo entre a taxa liquida de trocas de CO; em funcdo da

quantidade de clor. em unidades de area foliar.

2.3. Analise estatistica

Foi realizada andlise de varidncia simples, seguida do calculo da diferenca minima

significativa (DMS) pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Foi utilizado o programa

estatistico VARPC.
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As curvas de tendéncia para PAR, gs, E, Ci e A em funcio da hora foram submetidas a

regressio polinomial de 2% ordem.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade fotossintética e variaveis relacionadas com a fotossintese

(Os meses de maio ¢ junho corresponderam aos mais frios durante o ano 2001 (figura
VIIL.1 do apéndice). Nestes meses, as plantas perderam algumas das folhas mais velhas, dado
que ndo foi registrado quantitativamente. O céu, no geral, permaneceu sem nuvens, a umidade
relativa do ar variou de 45 % as 9:00 h a 20 % as 14:00 h (dados registrados no IRGA); a T
sup. folha, dentro da cimara do IRGA, foi de 30 °C as 9:00 h até 40 °C as 12:00 h (figura 2.1A
e 2.1B). A PAR, das 9:00 as 14:00 h, oscilou de 900 a 1400 pmoi/m2.s em ambos 0s meses,
observando-se maior valor integral no més de maio (plantas com 6 meses de idade) que no
més de junho/2001 (plantas com 7 meses de idade) (figuras 2.1C e 2.1D).

Estes fatores abioticos, dentre outros, influenciaram as respostas fotossintéticas das
espécies. Observou-se que Inga teve maiores valores integrados de PAR, gs, F e A, em ambas
as idades, que as outras trés espécies (figs. 2.2 e 2.3).

Analisando-se as espécie em fungdio dos horarios de medida, observou-se que a tendéncia
da gs para Inga, Centrolobium e Lonchocarpus, foi de diminuir ao longo do periodo. A gs
nestas espécies de 9:00-10:00 h comegou mais alta que em Myroxylon, cujo maior valor
registrou-se de 10:00 a 11:00 h aos 6 meses ¢ das 11:00 as 12:00 h aos 7 meses. Mesmo com
os valores da gs diminuindo, os estdmatos permaneceram parcialmente abertos para permitir a
entrada do CO; mas, em Lonchocarpus foi observado fechamento completo dos estématos no
intervalo de 12:00 a 14:00 h e em Myroxylon de 13:00 a 14:00 h (fig. 2.2A).

A diminui¢o da gs foi obedecendo ao aumento gradual da T sup. da folha, possivelmente
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para evitar perda da 4gua. Ao diminuir a gs, a difusdo do CO, observada pela tendéncia da Ci
variou, aumentando ou diminuindo ao longo do periodo (fig. 2.3C). Nesta regulacio de
entrada de CO; ¢ possivel que o incremento do Ci em certos horarios, talvez devido ao
aumento da taxa respiratoria, tenha provocado o fechando parcial dos estdmatos. Segundo
Silva & Lemos-Filho (2001), muitas das espécies estudadas por eles apresentaram
decréscimos nos valores da gs nos hordrios de maior demanda evaporativa do ar. Porém,
dentre estas espécles, Inga edulis foi a que apresentou maiores valores de gs e menor restricio
da E em dias de maior déficit de vapor de ar, 0 que também foi visto em Inga, no presente
estudo.

Em Inga, Lonchocarpus ¢ Myroxylon, observou-se que mesmo com o0s estématos ainda
parcialmente abertos, a regulacio da gs refletiu-se na tendéncia da E, pois ao diminuir a gs, a
E também diminuiu. No entanto, em Centrolobium a E teve um aumento entre 11:00 h e
12:00h e depois permaneceu estavel (fig. 2.2C). Kramer & Boyer (1995) comentaram que a E,
como processo continuo do sistema solo-planta-atmosfera, é controlada pela resposta
instantdnea do fechamento dos estdmatos e que tal controle estd diretamente associado ao
suprimento de CO; a folha ¢ 4 gs, mas que deve variar 20 longo do tempo, para evitar perdas
da agua e permitir que a troca de CO, continue. Por outro lado, ao transpirarem e realizarem
fotossintese, as plantas restabelecem o Ci, diminuindo as concentracdes intracelulares de CO,
e mantendo um equilibrio relativo quanto 4 difussio dos gases através dos estématos. Porém, o
potencial hidrico da folha também determina o fechamento dos estdmatos 4 medida que a
disponibilidade de 4gua diminui e o vento pode incrementar a transpiragéio por perda do vapor

da 4gua da camada adjacente a folha.
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Em geral, para as quatro espécies estudadas, o aumento ou diminui¢8o da gs também foi
acompanhado por o aumento ou diminui¢do da A4, que ao final do periodo apresentou valores
minimos (fig. 2.3A).

Estas mesmas tendéncias foram encontradas em plantas com 7 meses de idade, com
algumas diferengas em Myroxylon, cuja gs incrementou-se até as 13:00 h, aumentando deste
modo a Ci e a E, enquanto a 4 ficou relativamente constante (figs. 2.2B,2.2D, 2.3B ¢ 2.3D).

No periodo de 9:00 a 14:00 h, os valores de irradidncia no pico de 4 max. foram
observados pela manhi, nas primeiras medigbes feitas as 9:00 h e oscilaram entre 942 e 1298

umol fétons/m”.s, conforme pode ser observado na tabela 2.1.

Tabela 2.1. 4 e PAR maximos registrados nas espécies estudadas no periodo de 9:00 a

14:00h, aos 6 ¢ 7 meses de idade.

Espécie Centrolobium Inga Lonchocarpus | Myroxylon
Idade
(meses) 6 7 6 7 6 7 6
A max 3,02 | 2,66 | 416 | 5151 1,13 [ 2,06 | 1,54 | 1.37
(umol/m? s)
PAR max. 979 | 942 11048 984 | 976 | 962 | 1298 | 1153
(umol fétons/m® s)
EUA 6.16 | 459 | 5,01 | 448 2,46 | 2,86 | 4,05 | 2,54
(umol COz/mmol H>0)

Bustamante ef al.(1997) citaram que as curvas fotossintéticas de muitas das espécies do
Cerrado apresentaram saturagdo as 8:30 h, com PAR que variavam de 300 a 800 pmol/m?s. E

possivel, portanto, que as curvas fotossintéticas das espécies aqui estudadas tenham
apresentado saturagdio logo no inicio da manhi, em um horério anterior ao infcio das

medi¢Ses. Mesmo assim, as PAR registradas foram semelhantes, em parte, as altas irradidncias
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encontradas por volta das 9:00 h da manh& em trabalhos com outras espécies, que oscilaram
entre 600 a 900 pmol fétons/m>.s (Hall & Rao, 1994; Norman et al. 1995; Gonzalez-
Rodriguez ef al., 2002). Observou-se que em Myroxylon, a 4 max. apresentou-se a uma
irradiancia relativamente alta, concordando com as observagdes feitas por Souza (1996).

Os resultados de 4 méx. das quatro espécies em estudo foram, no geral, relativamente
baixos quando comparados com os de outras espécies. No entanto, segundo Norman et al.
(1995) as plantas C3 tém baixa A por unidade de drea foliar ¢ algumas leguminosas arboreas
apresentam baixa atividade fotossintética devido 4 sua baixa condutdncia mesofilica. Mas
Richard & Teeri (1984) observaram taxas fotossintéticas bem altas em Camissonia
claviformis, que, sendo C3, apresentou 4 max. de 59 umol/m>s e Hatch (1976) encontrou .4
de 54 umol/m®s em Medicago sativa. Estas taxas fotossintéticas bem podem ser comparadas
as apresentadas por plantas C4, como as de Afriplex nummularia e A. halimus que foram 53
pmol/m”.s e 34,7 pmol/m’.s, respectivamente (Pham Thi er al., 1982). Prado ef al. (1994)
observaram em Copaifera langsdorffii do Cerrado, A de 8,5 umol/m’s e Tan er al. (1994)
verificaram em diversas espécies arbustivas pioneiras, 4 variando de 9,43 pmol/m’s a 49
umol fotons/m*.s. Souza (1996), que trabalhou com espécies mantidas em casa de vegetacfio
na Universidade Estadual de Campinas, SP, comentou que a 4 méax. encontrada para
Myroxylon foi de 3,60 pmol/m”.s a uma irradiéncia de 991 umol fétons/m*.s e que, para
outras espécies estudadas, A variou de 1,30 pmol/m’.s a 867 pmol f6tons/m>.s para Hymenaea
courbaril a 6,44 umol/m”.s a 1340 pmol fotons/m>.s para Cecropia glauzioui. Bustamante et
al. (1997) registraram altas 4 no inicio da manhi (de 8:30 a 10:30 h) em espécies de Cerrado
ao sul de Brasilia, como por exemplo, Qualea parvifolia com A de 15 umol/m’.s e Dalbergia

miscolobium com A de 35 umol/m?.s. Ao meio-dia estas espécies tiveram sua 4 reduzida para




2,5 pmol/m®.s. Gonzalez-Rodriguez et al. (2002) comentaram que Persea indica, considerada
climdcica em uma floresta de Tenerife (Ilhas Canarias), apresentou grande plasticidade, com 4
variando de 11 pmol/m?s. a 750 umole fotons/m”.s. Todas as diferencas citadas, em termos de
capacidade fotossintética, sdo reflexos das diferentes condicdes ambientais em que as plantas
cresceram, além da pré-determinagfio genética destas espécies.

Quanto a EUA, Nobel (1991) comentou que, em geral, as plantas C3 possuem EUA
que varia de 1 a 3 pmol de CO; fixado/mmol de H,0O transpirada. Nas espécies estudadas,
como pode ser visto na tabela 2.1, os valores de EUA foram maiores que os observados por
varios outros autores para espécies arbéreas. Gonzalez-Rodriguez et al. (2002), mencionaram
para Persea indica EUA de 1,5 pmol/mmol, o que ¢ considerado baixo e Souza ef al. (2001)
registraram EUA em Vitis labrusca de 3,5 umol/mmol em casa de vegetacdo. Segundo os
dados de 4 ¢ E obtidos por Souza (1996), pode-se inferir que a EUA em Chorisia speciosa foi
de 1,74 pmolmmol; em Myroxylon peruiferum de 1,55 pmol/mmol; em Schizolobium
parahyba de 1,32 pmol/mmol; em Hymenaea courbaril de 1,29 pmol/mmol; em Esenbeckia
leiocarpa de 0,74 pmol/mmol e em Cecropia glazioui foi de 0,53 pmol/mmol. Schulze & Hall
(1982) comentaram que a importdncia ecoldgica que as plantas obtém ao variar
proporcionalmente 4 e gs em uma relagio linear, ¢ conseguir manter a Ci e a EUA constantes,
otimizando assim as trocas gasosas. Mas, mesmo que 4 e gs variem proporcionalmente em
uma relagdo linear, a EUA pode diminuir com o decréscimo da gs provocando a reduco na
eficiéncia fotossintética. Rocha & Moraes (1997, citado por Oliveira e al., 2001) observaram
em espécies de Stryphondendron adstringens, que o aumento na EUA ocorreu quandoagsea
E foram menores, o que seria uma adaptacéio 2 deficiéncia hidrica.

Quanto ao contetido de pigmentos extraidos com DMSO, aos sete meses de idade,

observou-se que as folhas de Myroxylon apresentaram maior contetido de clor. @ e b por
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unidade de massa que as folhas das outras espécies. Centrolobium e Lonchocarpus
apresentaram maiores teores de carotendides que Myroxylon e Inga. No entanto, ao se
considerar teor de pigmentos por unidade de drea, Centrolobium apresentou maior contetido
de clor. a e b que as outras espécies, as quais ndo apresentaram diferencas entre si. Myroxylon,
Lonchocarpus e Centrolobium apresentaram os mesmos teores de carotendides por unidade de
area foliar. Quanto a razdo a/b, o maior valor foi apresentado por Centrolobium, seguido de

Inga, Myroxylon e Lonchocarpus, que apresentaram razdes estatisticamente iguais (tabela

2.2).

Tabela 2.2. Teores de clor. a, b e total, carotendides, razio a/b das espécies estudadas, aos 7
meses de idade. Extracio com DMSO. As letras mintsculas e maitisculas comparam os

valores por unidade de massa foliar ou por unidade de area foliar, respectivamente. Tukey a

5% de probabilidade.
Espécies Centrolobium Inga Lonchocarpus Myroxylon
Pigmentos |mg/gMS| mg/em” | mg/gMS | mg/em” | mg/gMS | mg/em” | mg/gMS | mg/em”
365b | 0.07A | 3,68b | 0,03B | 3.30¢ | 0.00B | 407a | 002D
Clor.a | (£0,24) | (£0,03) | (£0,05) | (£0,00) | (+0,46) | (£0,00) | (£0,12) | (+0.00)
,06¢c | 0,02A | 1,56b | 0,01B | 1,A9b | 0.01B | 182a | 0.01B
Clor. & | (£0,13) | (£0,01) | (£0,13) | (£0,00) | (+0,16) | (£0,00) | (£0,06) | (+0,00)
47Tc | 0,09A | 5245 | 0,04B | 4.69¢ | 0.03B | 588a | 0048
Clor-total 14 037) | 0,04 | £0.15) | 2000 | 061) | ©0.00)| ¢017) | = 0,00)
Carotenéi- | 3.04a | O.00A | 2,59b | 0,02B | 3.00a | 0.09A | 2715 | 009 A
des (£0,18) | (£0,04) | (£0,03) | (£0.00) | (£0,07) | (£0,00) (£0,09) | (+0.00)
Razdo | 344a | 3,50 A | 2,36b | 2,50B | 2,15¢ | 2.50B | 224bc | 1.8C
Clor.a/Clot | (£0,23) | (£023) | ®0,19) | (£0,19) | (£0,09) | (£0,09) | (+0.01) | (0,01
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Em geral, os valores de clor. a e b nas espécies estudadas foram menores quando
comparados aos de outras espécies. Souza (1996) encontrou em Myroxylon valores de clor. g,
b, total € razdo a/b um pouco maiores que 0s obtidos neste trabalho quando os célculos foram
realizados em mg/g MS. Quando o contetido de pigmentos foi calculado em mg/cm” de folha,
os valores obtidos nos dois casos foram praticamente iguais. Lichtenthaler (1987) mencionou
que as modificagdes da razo clor a/b dependem das condigcdes de crescimento e da
intensidade luminosa em que as plantas ficaram expostas. O mesmo autor comentou que,
quando as plantas sfo submetidas a elevadas intensidades luminosas, a razio a/b pode oscilar
entre 3,2-4,0, enquanto que, em baixas intensidades, esta razdio oscila entre 2,0-2,5. Nas
condi¢des de casa de vegetagfo onde as plantas em estudo cresceram, a intensidade luminosa
foi limitada pelos vidros do teto da casa de vegetacdo, mas mesmo assim, Centrolobium
apresentou razio acima de 3,2, caracteristica de locais de altas intensidades luminosas. Isto
possivelmente tem a ver com a maior dimensiio do aparelho fotossintético representado pela
RAF (dm%/g) ¢ AFE (dmz/g) de Centrolobium (vide figs. 1.4C e 1.4D, capitulo 1), que ¢ uma
espécie considerada intolerante a sombra (Aidar, 1992; Sanches, 1997).

Expressando-se os dados de 4 em func#o da quantidade de clor. total por unidade de 4rea
folzar (mz), observou-se que Centrolobium apresentou o maior valor, com 23,9 pmol CO,.g de

clor. total/s, seguido por Inga com 20,6 pmol CO,.g de clor. total/s, Lonchocarpus 6,2 pmol

CO;.g de clor. total/s ¢ Myroxylon com 3,5 umol CO,.g de clor. total/s. Pimentel (1998)
menctonou que a atividade fotossintética esté relacionada 20 numero de cloroplastos dispostos
tanto horizontalmente, no caso de maior édrea foliar, quanto verticalmente, quando ha maior
espessura e drea especifica. Uma folha mais espessa e mais curta vai manter alta atividade
fotossintética por unidade de érea, com menor superficie de transpiragfo. Evans (1989)

comentou que, a0 comparar diferentes espécies arbdreas, verificou que as pioneiras, de
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crescimento rapido, possuem maior 4 que espécies climacicas, de crescimento lento. Mas esta
observago € relativa, pois depende dos fatores ambientais de crescimento em que as plantas
estiveram submetidas, ja que o incremento na MS sé ocorre quando a irradidncia encontra-se
acima do ponto de compensacdio luminosa, que € a irradidncia 4 qual a fotossintese esta em

equilibrio com a respiracdo e a troca liquida de CO, & zero.
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V. CAPITULO 3

ATIVIDADE ENZIMATICA E METABOLITOS RELACIONADOS A
ASSIMILACAO DO NITROGENIO EM QUATRO ESPECIES DE LEGUMINOSAS

ARBOREAS TROPICAIS
1. INTRODUCAQ

Pimentel (1998) comentou que o N est4 pouco disponivel em solos tropicais por ser um
elemento que ¢ lixiviado, volatilizado e utilizado por microrganismos, cuja atividade bioldgica
¢ maior neste ambiente que nos solos de regides temperadas, devido as altas temperaturas e
precipitagdes. Além disso, o N atmosférico, que compreende 78 % do ar, nfo reage
quimicamente em condi¢Bes normais; por estas razdes, as plantas tém desenvolvido
mecanismos para maximizar a absorgfo, assimilacio e mobilizagdo do N para evﬁar o seu
desperdicio, resultando em adaptagBes as condicdes ambientais de baixo suprimento de N
(Bustamante ef al., 1997). Um destes mecanismos ¢ a redu¢do do N atmosférico a aménia pelo
processo da fixacHo bioldgica de nitrogénio (FBN), catalisada pelo complexo enzimatico
nitrogenase existente em microorganismos que podem formar associagfes simbidticas com
leguminosas e néo leguminosas (Taiz & Zeiger, 1998).

Segundo Bustamante et @/.(1997), a competigo entre plantas e a dinimica populacional
sdo reguladas pelas diferencas especificas entre as quantidades minimas de recursos
necessarios a sobrevivéncia em determinado habitat. Assim, diferencas na eficiéncia de
assimilagdo de N podem estar determinando a distribuicio das espécies ¢ isto poderia ser um

fator limitante para o estabelecimento das plantas nos trépicos (Faria & Lima, 1998).
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Mesmo que as Jeguminosas nem sempre possuam altos [.V.1., ¢ nem todas as espécies
tenham a capacidade de fixar N, este elemento mineral é essencial a0 crescimento das plantas
(Elevitch & Wilkinson, 1998-99).

Sprent (2000) mencionou que, do total das espécies de leguminosas que foram estudadas
com relac&o & presenca de nodulagdo cerca de 3% ainda necessitam de confirmagfo. Segundo
Faria & Lima (1998), até agora s6 40% das espécies de leguminosas foram estudadas. FExiste
uma grande quantidade de leguminosas arbéreas capazes de nodular, mas algumas destas
espécies sO nodulam quando sfo induzidas em condigdes de laboratério ou em latitudes
diferentes as de condigGes brasileiras (Magalhes et al., 1982; Faria er al., 1987, Faria ef al.,
1989; Moreira et al., 1992; Faria & lima, 1998; Roggy & Prévost, 1999).

As espécies fixadoras de N; sio a maior fonte de N nos ecossistemas tropicais e a energia
necessaria & FBN provém da fotossintese pela transferéncia da sacarose, via floema, das folhas
até os nodulos (Azcon-Bieto & Talon, 1993). O processo da FBN ¢ catalisado pelo complexo
enzimdtico nitrogenase de algumas bactérias aerdbias da familia Rhizobigceae, chamadas

genericamente de rizobios, que quebra a tripla ligacio entre os dois 4tomos de N e o reduz a
amoénio (NHs"), que é uma forma utilizével pelas plantas. Este processo ocorre nos nédulos,
que sdo estruturas altamente especializadas formadas apds o estabelecimento da simbiose
entre o microssimbionte e a planta hospedeira (Sprent, 2001). Nesta associagio, a planta, em
troca do N assimilado, fornece para os nédulos o ATP necessario para a redugdo de N> a NH,

e esqueletos de carbono, para a formagdo de compostos organicos nitrogenados {Dixon &

Wheeler, 1986).

Nos estadios iniciais de infecfio ¢ formagio dos nddulos, sio produzidas as enzimas
responsaveis pela redugdo e assimilag@io do N, atmosférico. O ATP também ¢ essencial para a

fixacio do N, pois este se une a ferroproteina (Fe-proteina, dinitrogenase redutase,
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componente II), que € uma das duas proteinas que compde a nitrogenase (Azcon-Bieto &

Talon, 1993).

O NH; € o primeiro produto estavel no processo de fixagio biolégica do N,. Ele ¢
transferido das células que contém as bactérias, através da membrana peribacteroidal, para o
citoso] das células do periciclo adjacente aos feixes vasculares proximos ao nédulo, onde é
posteriormente assimilado e usado na sintese de compostos nitrogenados que serdo
transportados pelo xilema da raiz e do caule, junto a corrente transpiratoria, a parte aérea da
planta hospedeira (Tajima ez al., 2000).

O NH;, tenha sido absorvido diretamente do solo, formado pela redugdo do NOs™ ou pela
fixagdo de nitrogénio, deve ser incorporado rapidamente em aminoacidos, amidas e proteinas,
para evitar sua acumulagio em concentragdes que possam inibir a sintese da nitrogenase ou a
formacdo de ATP nos cloroplastos e mitocondrias, agindo como agente desacoplante e
causando dano celular (Bergersen & Turner, 1967, Hungria & Aratjo, 1994). Por esta razdo, o
NH,~ primeiro converte-se no grupo amida da glutamina e esta conversdo, junto com outras,
da como resultado cido glutdmico, 4cido aspartico e asparagina. A glutamina se forma pela
adi¢do de um grupo NH,, proveniente do NH4+, a0 grupo carboxilico mais afastado do
carbono alfa do é4cido glutAmico, formando uma amida por uma reagio catalisada pela
Glutamina Sintetase (GS). Devido ao fato desta reagdo precisar de acido glutdmico como
reagente, a Glutamato Sintase (GOGAT-NADH e GOGAT-dependente de ferredoxina)
transfere o grupo amida da glutamina para o carbono carbonilico do 4cido o-cetoglutarico e
formam-se duas moléculas de 4cido glutdmico. Este processo requer um agente redutor capaz
de doar dois elétrons, que pode ser a ferredoxina nos cloroplastos ou 0 NADH ou 0 NADPH

nos protoplastidios das células nfio fotossintéticas (Azcon-Bieto & Talon, 1993).
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Um dos dois glutamatos formados pela GOGAT pode ser destinado a manter a reagfio da
GS, enquanto que o outro pode participar de outros processos na planta, como biossintese de
proteinas, clorofilas, dcidos nucléicos, etc. Além de formar glutamato, a glutamina pode doar
seu grupo amida ao acido aspértico para formar asparagina, na reacfio catalisada pela

Asparagina Sintetase. Nas folhas maduras, a glutamina se forma a partir do 4cido glutdmico e
do NH,~ que € produzido pela degradagéo de proteinas, sendo depois transportada pelo floema

as folhas mais jovens, raizes, flores, sementes ou frutos, onde o nitrogénio é reutilizado. A
glutamina pode incorporar-se diretamente as proteinas de todas as células como um dos 20

aminoacidos (Boland ef al.,1982; Hungria & Aratjo, 1994).

Para as plantas que n#o fixam N», as tinicas fontes de nitrogénio sio 0 NOs™ e o NH,  do
solo. No entanto, muitas espécies nativas absorvem preferencialmente o nitrogénio na forma
de NO;™ por ser o NH,  oxidado a NO;™ com muita rapidez pelas bactérias nitrificantes do
solo. Para reduzir NO; a NH4+, ¢ necesséria a energia de 8 elétrons e 10 H+, para mudar o

nimero de oxidacdo do nitrogénio de +5 para -3. Esta reducdo efetua-se em duas reacdes,

sendo que na primeira delas, catalisada pela Redutase do Nitrato (RN), séo transferidos dois

elétrons procedentes do NADH, resultando nos produtos nitrito (NO,), NAD" e H,0. Esta
reagdo se realiza no citosol. A RN, que é induzida pela luz e pelas altas concentragdes de NOs
no citosol, controla a velocidade da sintese de proteinas nas plantas que absorvem NO3” como

fonte principal de nitrogénio. Ao que parece, a RN ¢ degradada e sintetizada continuamente
devido a atividade de proteinases que regulam a quantidade de RN nas células. Quando a luz
ativa os fotossistemas, hd um aumento do transporte de NO;™ armazenado do vactolo para o

citosol, onde se efetua a indugfio da RN (Granstedt & Huffaker, 1982). A segunda reacio

implica na conversio de nitrito 2 NH, . O nitrito originado no citosol pela RN € transportado
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aos cloroplastos nas folhas ou aos protoplastideos nas raizes, onde é realizada a reducdo a
NH, ", em reagdo catalisada pela Redutase de Nitrito. Nas folhas, a reducfio de NO,” a NH,™

requer 6 elétrons que sfio obtidos da H,O, mediante o transporte aciclico de elétrons no
cloroplasto induzido pela luz. Pela transferéncia de elétrons, forma-se ferredoxina reduzida,
que fornece entdo os 6 elétrons requeridos para a reagdo (Granstedt & Huffaker, 1982).

O N fixado nos nédulos pode ser transportado para outras partes da planta na forma de
URE (alantoina e 4cido alant6ico) ou na forma de amidas (Atkins et al., 1980; Hungria et al.,
1991, Hungria e Aratjo, 1994). A anélise dos compostos nitrogenados na seiva do xilema
mostra as variagdes metabdlicas que ocorrem entre as espécies, as quais sfo caracteristicas do
microssimbionte e do hospedeiro. Tal anélise pode mostrar também alteragdes metabdlicas
causadas por estresses de algum tipo (Hungria & Aratjo, 1994),

Em geral, os fatores que favorecem a fotossintese, como valores adequados de umidade,
temperatura, luz solar, concentragdo de CO,, estimulam a fixa¢do de nitrogénio (Salisbury &
Ross, 1994) e, como conseqiiéneia, a taxa de fixagdo de nitrogénio € maxima ao meio dia,
quando a translocagdo de aglcares das folhas aos nodulos & mais rapida. Nas horas que
precedem o por do sol, a respiracio se realiza com maior rapidez e a corrente de transpiracio
ajuda a exportar 0s compostos nitrogenados das raizes e nédulos radiculares (Pate, 1980).

Nas plantas, existe correlagio entre 0 metabolismo de N e C, ocorrendo aumento da
atividade fotossintética com o aumento gradual do contetdo de N na ontogenia da folha e
declinio da atividade fotossintética com a diminuicdo da disponibilidade de N. Isto porque,
sendo a assimilagiio do C dependente da atividade da Rubisco, enzima que eqtiivale a mais de
50% do N foliar, a assimilagdo de CO, ¢ diretamente proporcional ao contetido de N foliar.

Assim sendo, que com o aumento da disponibilidade de N, ha um aumento proporcional da



atividade da Rubisco e da assimila¢do de C. Além disso, o N ¢ imprescindivel para a formagcfo
das membranas dos tilacdides e pigmentos do cloroplasto (Pimentel, 1998).

Oliveira ef al. (2001) enfatizaram que a expressdo génica do funcionamento, regulacio e
transcrigdo das enzimas envolvidas na assimilagdo do N sfo reguladas pela luz e pela
disponibilidade de nutrientes. Segundo os autores, a luz permite coordenar a assimilagio do N
inorgénico com a disponibilidade de blocos de C produzidos durante a fotossintese,
sustentando desta maneira o balanco do crescimento e desenvolvimento na produtividade
vegetal.

Os objetivos especificos deste capitulo foram determinar a atividade especifica de
algumas enzimas responsaveis pela assimilagdio do N, relacionar esta atividade com alguns
metabolitos produzidos na assimilagfio do N e correlacionar as variaveis de crescimento e de

produtividade primaria com a assimilagio do N.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicées de cultivo

Foram utilizadas plantas com 7, 9 e 10 meses de idade de Centrolobium tomentosum
Mart. ex Benth.(Centrolobium), cultivadas a partir de sementes coletadas na Reserva
Municipal de Santa Genebra, Campinas, SP.; Inga vera Willd. (Inga), Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl. (Lonchocarpus) e Myroxylon peruiferum L.f. (Myroxylon), cultivadas
a partir de sementes coletadas na Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, SP. Estas
espécies foram mantidas em vasos de 5 L, contendo solo proveniente da Reserva Municipal de
Santa Genebra, Campinas, SP, sob condicdes naturais de luz e temperatura, em casa de
vegetagio do Instituto de Biologia, UNICAMP. Todas as espécies, exceto Myroxylon que nfo
apresenta nodulos radiculares, foram previamente inoculadas com rizébios nativos

provenientes do solo da Reserva de Santa Genebra.

2.2. Enzimas relacionadas com a assimilacio do nitrogénio

2.2.1. Atividade da nitrogenase (ARA)

Utilizou-se 0 método da atividade da redugio do acetileno - ARA (Hardy et al., 1968),

usando-se plantas intactas de 7 e 10 meses de idade, segundo Gomes & Sodek (1987), para

avaliar a eficiéncia da nitrogenase (Nase - E.C. 1.18.6.1) nas espécies que apresentaram

nodulos radiculares (Centrolobium, Inga e Lonchocarpus).
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Foram utilizadas 9 plantas de cada espécie para cada idade. Cada um destes vasos foi
colocado dentro de um saco plastico que foi selado hermeticamente ao redor do caule.
Previamente foi ajustada uma rolha de borracha ao saco plastico para possibilitar a
substituigdo de 10 % da atmosfera do vaso por acetileno puro (WHITE MARTINS) e posterior
retirada de amostras do gas produzido.

Ap6s 0, 20, 40, 60 e 80 minutos de incubagfio a condigbes normais, foram retiradas
amostras de 50 UL do gas da atmosfera do vaso para dosar a quantidade de etileno produzido.
Estas amostras foram injetadas em um cromatégrafo a gas (GC-14B, SHIMADZU), equipado
com detector de ionizagdo de chama e coluna de ago inoxidavel de 6' x 1/4", com a fase sélida
constituida de Hayesep T com malha de 80/100, para separar etileno ¢ acetileno. O gés de
arraste utilizado foi nitrogénio puro (N,) (WHITE MARTINS) a um fluxo de 20 mL/min. A
temperatura da coluna foi de 80 °C, do injetor de 100 °C e do detector de 150 °C. Os picos e
tempos de retencdo das amostras injetadas foram registrados em Registrador (C-R6A
Chromatopac. SHIMADZU) conectado ao cromatégrafo. Os padrdes utilizados foram etileno
1,024 umoles (50 ppm) e acetileno 10,24 pmoles (500 ppm), ambos da WHITE MARTINS.
As avaliagSes quantitativas do etileno liberado no interior dos vasos foram feitas a partir da
compara¢éo com o padrdo de etileno e os dados foram convertidos em pmoles de etileno
liberado/g nédulos.h.

Depois de terminado o ensaio, os vasos foram retirados dos sacos plasticos € o sistema
radicular foi cuidadosamente lavado. Os nédulos radiculares foram removidos e sua MF foi

determinada em balanga analitica (MARTE).



2.2.2. Atividade da redutase do nitrato (RN)

Trés grupos de trés vasos de cada uma das quatro espécies aos 8 meses de idade (total de
9 plantas/espécie), foram tratados da seguinte maneira: no primeiro grupo, a irrigagio foi feita
com agua da torneira; no segundo grupo, as plantas foram irrigadas com solugfo nutritiva de
Hoagland & Arnon (1938) sem fonte de nitrogénio (-N); no terceiro grupo, as plantas foram
irrigadas com solugéo nutritiva completa, contendo NO;™ 15 mM como fonte de nitrogénio
(solugdo +N). Diariamente foram fornecidos 100 mL de solugio durante o periodo de um més.

A atividade da RN (E.C. 1.6.6.1.) foi estimada "in vive”, segundo o método de Hageman
& Hucklesby (1971), que consiste na infiltragiio do tecido com uma solugfio contendo nitrato e
na posterior dosagem do nitrito produzido na reagio e difundido para o meio de incubagio.
Discos foliares e cortes apicais radiculares (cerca de 300 mg de MF) foram colocados em
tubos de vidro escuros contendo 10 mL do meio de infiltragio (tampéo fosfato de potassio 0,1
M, pH 7.8 ¢ n-propanol a 1%). Para verificar e induzir a atividade da RN, os meios de
infiltragdo foram divididos em tubos com adigdio de nitrato de potassio (KNOs) (atividade
potencial) e sem adi¢do de nitrato de potassio (atividade real).

Os tecidos vegetais foram mantidos submersos nos meios de infiltrac8o e colocados sob
vacuo (aproximadamente 5 Kg/cm?® de presséo) durante dois minutos (Bombas de vacuo e
Compressores Rotativos, Modelo 141, Tipo 2VC, PRIMAR LTDA). O ar foi rapidamente re-
introduzido e este procedimento foi repetido por mais duas vezes. Ap6s este tratamento, os
tubos foram incubados em banho-maria (FANEM) a 32 °C sob agitaggio. Durante a reagdo, os

tubos foram mantidos no escuro para evitar que a enzima redutase de nitrito utilizasse o nitrito

formado na reacéo catalisada.



Nos intervalos de tempo de 0, 20, 40, 60 e 90 minutos apds incubagéo, foram removidas
aliquotas de 0,2 mL do meio de infiltragdio, as quais foram colocadas em tubos contendo 1,8
mL de agua destilada e 1,0 mL de sulfanilamida a 1% em &cido cloridrico 1,5 N (m/v).
Imediatamente, foi adicionado 1,0 mL de N-naftil-etileno-diamino a 0,02% (m/v), para a
determinag@o colorimétrica do nitrito. Os tubos foram agitados (agitador de tubos VELP
Scientifica) e deixados em repouso por 15 minutos para desenvolvimento da cor. As leituras
de densidade optica foram realizadas em espectrofotémetro (Pharmacia Biotech., Ultrospec
1000) a 540 nm. A quantidade de nitrito foi calculada utilizando-se uma reta padréo de nitrito
de potassio na faixa de concentragfio de 0 a 300 pg de NO,.

A atividade enzimdtica foi expressa em umol de nitrito produzido/mg MF foliar ou

radicular.h.

2.2.3. Atividade da glutamina sintetase (GS)

Para poder comparar as atividades da Glutamina Sintetase (G.S. - E.C. 6.3.1.2) em
diferentes partes das plantas com 8 meses de idade, trabalhou-se com o ensaio semi-
biossintético baseado na metodologia de Cullimore ef al. (1982) e utilizado por Hungria ef al.
(1991).

A estimativa da atividade da GS em folhas, raizes e nédulos das quatro espécies foi feita
em triplicata medindo-se a formag&o de GHA, segundo Ferguson & Sims (1971), a partir dos
substratos GLU ¢ hidroxilamina, este (ltimo utilizado como substituto da aménia.

A enzima fo1 extraida macerando-se os tecidos em almofariz (1,5 g de tecido fresco) em
4,0 mL de tampdo de extragio com a seguinte composigdo: imidazol-HCl 50 mM, pH 7.2,

10% (v/v) de glicerol, DTT 5 mM, EDTA 5 mM, triton X-100 a 0,05% (v/v) ¢ PVP a 0,01%
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(m/v) (Hungria er al., 1991). O homogeneizado foi filtrado em gaze previamente umedecida
com tampéo de extragdo e centrifugado a 20.000 xg por 30 minutos a 4 °C (BECKMAN, J2-
21). O sobrenadante foi coletado e passado por coluna de Sephadex G-25 (Sephadex G-25M,
Amersham, Pharmacia Biotech) previamente equilibrada com tarpéio de extracdo sem triton
X-100. O volume da fracio protéica foi coletado, medido e imediatamente utilizado para as
avaliagbes da atividade enzimética. Todos estes procedimentos foram realizados com
materiais resfriados mantidos em banho de gelo.

O ensaio para determinar a atividade da GS foi realizado segundo Rhodes et al. (1973,
modificando-se o volume da aliquota do extrato dessalinizado para 500 uL e acrescentando-a
a uma solugfo constituida por GLU 90 mM, hidroxilamina-HCl 6 mM, cloreto de magnésio 54
mM, ATP 6 mM e tampéo imidazol-HCI, pH 7,2 64 mM, obtendo-se um volume final de 2500
KL. O meio de reagdio foi incubado a 30 °C em banho-maria (FANEM) e, em intervalos de 0,
10, 20, 30 e 40 minutos, foram retiradas aliquotas de 500 uL. A reacfo foi paralisada com 600
puL do reagente de Ferguson & Sims (1971) constituido por HCI 0,67 N, e acido tricloraacético
(TCA) 0,2 M e cloreto férrico 0,37 M. As proteinas precipitadas foram removidas por
microcentrifugagio a 14.000 xg (Centrifuge 5415, C. Brinkmann Instruments. Inc.) por 5
minutos ¢ a absorbéncia no sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro (Pharmacia
Biotech., Ultrospec 1000) a 535 nm. O branco foi constituido da mistura acima sem ATP.

A concentragdo do produto foi determinada pelo coeficiente de extingdio do GHA.
Segundo Mori (1981) um pumol de GHA corresponde a uma absorbancia de 0,34,

Para expressar a atividade enziméitica em nmol de GHA formado/mg de proth., foi
analisado, em separado, o teor protéico dos extratos, utilizando-se o método de Bradford

(1976).
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2.2.4. Atividade da glutamato sintase (GOGAT-NADH)

A atividade da Glutamina Sintase dependente de NADH (GOGAT-NADH - E.C.
1.4.1.14) foi avaliada pelo método proposto por Hungria et al (1991), o qual quantifica o
NADH oxidado durante a reagfo, na presenca dos substratos GLU e 4cido cetoglutérico.

Para a estimativa da atividade da GOGAT-NADH em folhas, raizes e nédulos nas plantas
das quatro espécies com 8 meses de idade, foi feita em triplicata, a maceracdo dos tecidos
frescos em almofariz, em tampdo de extraciio contendo Tris-HCL 50 mM, pH 7,5, DTT 10
mM, EDTA 1 mM, PVP a 0,01% (m/v), mercaptoetanol a 1% (m/v) e triton X-100 a 0,05%
(v/v). Foram utilizados 1,5 g de tecido, 5,0 mL de tampio de extragio ¢ 150 mg de PVPP
insoltivel. O homogeneizado foi filirado em gaze previamente umedecida com tampéo de
extragdo e centrifugado a 11.600 xg por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e
passado por coluna de Sephadex G-25, previamente equilibrada com tamp#o de extracio sem
triton X-100. Todos estes procedimentos foram realizados com materiais resfriados mantidos
em banho de gelo.

O ensaio para determinar a atividade da GOGAT-NADH foi realizado acrescentando-se
uma aliquota de 125 pl do extrato dessalinizado 4 solugio constituida por GLU 5 mM,
NADH 0,1 mM, écido cetoglutarico 10 mM e tampéo TRIS/HCI 32,2 mM, pH 7.5, obtendo-se
um volume final de 2500 pL. O meio de reagdo foi incubado a 30 °C em banho-maria
(FANEM) e, em intervalos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, as cubetas foram retiradas e as
absorbancia lidas em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech., Ultrospec 1000) a 340 nm.

Os brancos utilizados foram constituidos pela mistura acima, sem GLU para um branco e

sem 4cido cetoglutarico para o outro. O espectrofotémetro foi zerado com dgua destilada e as
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absorbancias liquidas das amostras foram calculadas subtraindo-se os valores das médias dos
respectivos brancos.

A atividade da enzima foi avaliada calculando-se a taxa de oxidagfio do NADH. Segundo
Dougal (1974), um pmol de NADH corresponde a uma absorbéncia de 0,622.

Para expressar a atividade enzimitica em umol de NADH oxidado/mg de prot.h, foi
analisado, em separado, o teor protéico dos extratos, utilizando-se o método de Bradford

(1976).

2.3.  Metabolitos relacionados com a assimila¢iio do nitrogénio

Para a extracdo dos metabolitos, foi utilizado aproximadamente 1,6 g de tecido vegetal
fresco (folhas, raizes ¢ nédulos) em triplicata, das plantas das quatro espécies em estudo, aos
10 meses de idade.

O material vegetal foi macerado em almofariz com N, liquido e homogeneizado com 20
ml de uma solugdo composta por metanol, cloroférmio e agua (MCW), na proporgio de
12:5:3 (v/v/v), segundo Bieleski & Turner (1966). O material foi deixado em tubos de
polipropileno por 36 h e posteriormente centrifugado a 2.500 xg (FANEM) por 30 minutos. O
sobrenadante foi recuperado e para cada 4 mL do extrato, foram acrescentados 1,0 mL d.e
cloroférmio e 1,5 mL de 4gua. Os tubos foram agitados vigorosamente e deixados em IEPoUso
por 24 h para que ocorresse a separacdo da fase aquosa superior da fase inferior do
cloroférmio, que foi retirada com uma pipeta Pasteur e descartada. A fase aquosa foi mantida
em banho-maria a 38 °C por cerca de 20 h, para a eliminaciio dos residuos do cloroférmio e
para a concentracdo das amostras. Estas foram centrifugadas a 10.000 xg por 5 min. Os

volumes dos extratos foram medidos e estes foram mantidos em freezer para posterior
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utilizacdo nas andlises. Na fase aquosa dos extratos, foram determinados ALT, N-NO; e N-

+

NH, .

Foram realizadas analises de ALT, N-NO5 e N-NHJr e URE total na seiva das quatro

especies. Para a coleta da seiva, os caules das espécies foram cuidadosamente seccionados na
altura do primeiro n6 nodular e a parte radicular foi introduzida em uma cimara de presséo
(PMS Instrument Co 1000) conectada a um cilindro de nitrogénio. Gés sob pressic foi
injetado até a saida da seiva (8-12 mbar). A seiva foi coletada com capilar até que fosse obtido
o volume de aproximadamente 1000 pL e mantida em eppendorf resfriado em banho de gelo.

Este material foi conservado em freezer até sua utilizaco.

2.3.1. Anilise de aminodcidos livres totais (ALT)

Os ALT foram determinados, em triplicata, segundo o método de Yemm & Cocking
(1955), por reac8io colorimétrica de ninhidrina com os grupos o-amino livres dos aminoacidos
e peptideos (Lehninger, 1976). Foram tomados 50 ul. da fase aquosa dos extratos ou da seiva
do xilema e completados até 1000 puL com 4gua destilada, acrescentando-se a seguir 500 pl
de tampdo citrato (composto por acido citrico e citrato de sodio) 0,2 M, pH 5,0, 200 pL do
reativo de ninhidrina diluido em metilcelusolve a 5% (m/v) e 1000 pL de cianeto de potassio
0,0002 M diluido em metilcelusolve a 5%. Os tubos foram agitados, cobertos com bolinhas de
gude e mantidos em banho-maria a 100 °C por 20 min. Apés este periodo, foram colocados no
escuro, onde permaneceram até atingir a temperatura ambiente. Depois disto, foram
acrescentados 1,3 mL de etanol a 60% (v/v) a cada tubo. Estes foram agitados e a absorbancia
medida em espectrofotdmetro (FEMTO, 435) a 570 nm.

Foi feita uma curva padréo com L-Leucina, com concentracdes de 5 a 50 nmol/mL.
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2.3.2. Analise de N-Nitrato (N-NO3)

A determinacdo de N-NO;™ foi executada em triplicata, pelo método de Cataldo ef al.
(1975). Em tubos contendo 50 pL de extrato ou seiva, foram adicionados 200 ul do reagente
salicilico resfriado a 5% (m/v) em H,SO, concentrado Os tubos foram agitados manualmente
e, apos 20 min de espera em temperatura ambiente, foram adicionados 4,75 ml. de NaOH 2 N.
Apos resfriamento dos tubos & temperatura ambiente, estes foram novamente agitados e as
absorbancias medidas em espectrofotdmetro (FEMTO, 435ya410 nm.

Foi feita uma curva padrio com nitrato de potassio nas concentragdes de 50 a 500 nmol de

N-NOj~.

2.3.3. Andlise de N-Aménio (N-NH,")

O método usado para a andlise de N-NH," foi de Mitchell (1972). 200 pL das amostras
ou seivas, em triplicata, foram diluidos, com 300 uL de agua. Foram adicionados 2,5 mL da
solugdo A (fenol, sddio nitroprussida, dgua) e 2,5 mL da solugdio B (hidroxido de sédio,
fosfato de sodio bifésico, hipoclorito de sodio, 4gua). Os tubos foram agitados e, ap6s 30 min
de repouso foram feitas as leituras de absorbdncia a 630 nm em espectrofotdmetro (FEMTO,
435).

Foi feita uma curva padrio com cloreto de amonio nas concentracdes de 50 a 300 nmol de

N-NH,".
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2.3.4. Anailise de N-Ureideos totais (URE)

A andlise de nitrogénio sob a forma de ureideos totais na seiva do xilema foi baseada na
metodologia de Vogels & Van der Drift (1970). Em triplicata, foram misturados 75 uL de
seiva, diluidos em 675 pl de 4dgua destilada, a 250 pL de NaOH 0,5 N. Os tubos foram
agitados, tampados com bolas de vidro, imediatamente aquecidos em banho-maria a 100 °C
por 8 min e posteriormente resfriados por imersio em banho de gelo.

Foram adicionados 250 pL de HCI 0,65 N a cada um dos tubos e estes foram novamente
aquecidos em banho-maria a 100 °C por 4 min, e novamente resfriados em banho de gelo.
Foram entdo adicionados 250 ul de tampfio fosfato 0.4 M a pH 7.0 e 250 uL de
fenilhidrazina. Os tubos foram agitados e deixados em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apos este periodo, os tubos foram colocados em 4gua gelada e a eles foram acrescentados
1,25 mL de HCI concentrado gelado e 250 pL de ferricianeto de potassio gelado. Os tubos
foram agitados e deixados em temperatura ambiente por 10 min. As leituras de absorbancia
foram realizadas a 535 nm em espectrofotdmetro (FEMTO, 435).

Foi feita uma curva padrio com alantoina nas concentragdes de 12 a 50 nmols de

alantoina.

2.4. Anilise do solo

Assim que o solo utilizado nos vasos foi coletado, foram retiradas amostras para a anélise

de N total e matéria organica e estas realizadas pelo Instituto Campineiro de Analise de Solo e

Adubo S/C Ltda.
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2.5. Analise estatistica

Foi utilizada uma analise de varifncia simples, seguida do calculo da diferenca minima
significativa (DMS) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Utilizou-se o programa

estatistico VARPC.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1. Enzimas e metabélitos relacionados com a assimilacio do nitrogénio

Analisando-se a atividade especifica da nitrogenase, observou-se que Inga apresentou
maior ARA aos 7 e 10 meses de idade que as outras espécies que apresentaram nodulacfio (fig.
3.1A).

Estes resultados foram bastante inferiores aos obtidos por Miranda (2002) em plantas de
Crotalaria juncea com 2 meses de idade (33 umol etileno/g nod.h) e aos de plantas de Glycine
max cuja ARA oscilou entre 20 e 30 pmo! etileno/g nod.h (Gomes & Sodek, 1987).

Quanto 2 atividade da RN, enzima que age na redugfio do NO3™ para NO,', observou-se
que foi necessdrio induzir a enzima com a presenca de fonte de nitrogénio (atividade
potencial) para obter atividades significativas. Em plantas irrigadas com agua s6 foi observada
atividade potencial da RN em folhas e Lonchocarpus foi a espécie que apresentou o maior
valor. Em raizes, foi observada uma atividade potencial muito baixa apenas em Myroxylon
(fig. 3.2A). Nos ensaios feitos com solucdo de Hoagland (-N) nfio foram encontradas
atividades reais nem potenciais da RN em folhas, mas, em raizes de Lonchocarpus e

Myroxylon foram detectadas atividades potenciais relativamente baixas (fig. 3.2B). Nos
ensaios com solugdo completa de Hoagland (+NO;"), observou-se que Centrolobium

apresentou maior atividade potencial da RN em folhas que Inga e Lonchocarpus, enquanto que
em Myroxylon ndo foi detectada atividade. Nas raizes, Myroxylon apresentou maior atividade
real que Inga. Em Centrolobium foi registrada baixa atividade e em Lonchocarpus esta ndo foi

detectada.
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Figura 3.1. Atividade da Nitrogenase (ARA) das espécies estudadas que apresentam
nédulos radiculares, aos 7 e 10 meses de idade. Tukey a 5 % de probabilidade. As letras

comparam as diferentes espécies dentro de cada idade.

No entanto, com presenca de NO; no tampdo, a maior atividade potencial nas raizes foi

registrada em Inga. Em Myroxylon também foi registrada uma atividade relativamente alta e
em Centrolobium e Lonchocarpus foram detectadas baixas atividades (fig. 3.2C).

Como em outras espécies estudadas por vérios autores, a atividade da RN em folhas foi
induzida pela presenca de NO; no substrato (Candella et al., 1957; Hageman & Flesher, 1960;
Heimer & Filner, 1971; Aidar, 1992; Sanches, 1997). Era de se esperar também nestes
fratamentos encontrar as maiores atividades da RN nas folhas, como efetivamente aconteceu,
sendo maior a atividade nas plantas irrigadas com solucdo de Hoagland (+N) e menor naquelas

irrigadas com agua. Bustamante ef al. (1997) encontraram em folhas de espécies lenhosas do
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Figura 3.2. Atividade da RN nas espécies estudadas, aos 9 meses de idade. Plantas irrigadas
com agua corrente (A), plantas irrigadas com solugfio nutritiva de Hoagland -N (B) e plantas
irrigadas com solugdo nutritiva completa (+N)(C) durante um més. Tukey a 5 % de
probabilidade. As letras comparam diferentes espécies dentro de cada estrutura. nd = atividade

nio detectada.
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cerrado ao sul de Brasilia, atividade potencial da RN de 4,37 e atividade real de 0,24 pmol

NO,/em*h em espécies de Prerodon pubescens; 547 e 0,24 umol NO, /em’h de atividade
P

potencial e real, respectivamente, em espécies de Dalbergia miscolobium e 2,35 e 0,06 umol
NO; /em® h de atividade potencial e real, respectivamente, em espécies de Qualea parvifolia.
Segundo os autores nesta tltima espécie ocotreu também assimilacfio nas raizes.

Andrews (1986) afirmou que as plantas podem assimilar 0 NO5™ tanto nas raizes como na

parte aérea e que, apesar destas caracteristicas serem geneticamente controladas, podem sofrer
influéncia das condigfes ambientais. Segundo Stewart & Orebamjo (1983) e Smirnoff er al.

(1984) as espécies pioneiras ou de sitios com elevada luminosidade apresentam altos niveis de

atividade na RN foliar.

A atividade enzimdtica seguinte, de redugiio do NO, para NH,  pela enzima redutase de
nitrito (NiR), nfo foi testada para as espécies em estudo e também ndo foi analisado o
contettdo de NO;" nos diferentes érgdos das plantas. Entretanto, ¢ de se esperar que o0 NO;
produzido seja rapidamente reduzido para evitar altas concentrages que poderiam ocasionar
toxicidade a nitrogenase (Haynes & Goh, 1978). Segundo Kramer & Boyer (1995), o

complexo enzimético RN-NiR funciona em coordenacfo e sua atividade é muito sensivel as

variagdes ambientais (a atividade aumenta com o aumento da temperatura e da luz), ao

substrato (a atividade aumenta com a presenga de NO; ™ no substrato) e ao produto final (a

atividade diminui pelo actimulo de NH;"). Por este motivo, o complexo enzimatico é

sintetizado “de novo™ e a sua atividade esta sujeita & expansdo e a idade foliar. Ele depende da
atividade fotossintética da folha, pois € um processo que consome energia e cerca de 20 % dos
elétrons produzidos na fotossintese sio utilizados para a redugéo do nitrato (Kaiser & Huber,

1994). Pimentel (1998) comenta que a assimila¢do do aménio ocorre principalmente na raiz,
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devido a toxicidade deste composto e requer uma grande quantidade de esqueletos de C
oriundos do ciclo de Krebs, para a sua incorporagiio como composto organico.

O complexo enzimdtico GS-GOGAT ¢ o responsavel pela incorporagio do NH; a
compostos orgénicos. Nas reagdes catalisadas por este complexo, o glutamato ¢ o aceptor
inicial do NH, e a amida glutamina € formada com consumo de ATP. A GOGAT catalisa a
transferéncia do grupo amino (-NH;) para um segundo oxoglutarato proveniente do ciclo de
Krebs, consumindo NADH ou NADPH e formando 2 moléculas de glutamato; uma delas é
requerida para a manutencio da assimilagdo do NH,", enquanto a outra ¢ transferida para a
formagdo de outras amidas, URE e aminodcidos, utilizando os compostos intermedidrios da
fotossintese, glicolise ou ciclo de Krebs. Consequentemente, qualquer fator ambiental que
afete o metabolismo de C, interferira na assimilagdo de N (Wallsgrove er al., 1983).

Em geral, foi observada baixa atividade desta dupla de enzimas nas espécies em estudo
em comparacdo com a atividade de outras espécies de leguminosas nio arbéreas (Sawazaki,
1986; Tonin 1988; Zanella, 2001). Miranda {2002) menciona que a atividade da GS observada
em Crofalaria juncea foi de 3681 pmol GGH/mg proth para folhas, 448 umol GGH/mg
proth para raizes e 4237 pmol GGH/mg proth para nédulos, enquanto a atividade da
GOGAT-NADH foi 0,24 umol NADH/mg proth para folhas, 9,50 umol NADH/mg proth
para raizes ¢ 150,0 pmol NADH/mg prot.h para nédulos. E muito possivel que, no presente
trabalho, estas enzimas tenham sido desestabilizadas pelo DTT utilizado no tampdo de
extra¢do, Ja que, segundo Wallsgrove er al. (1983), em ervilha e cevada a atividade de GS-
GOGAT aumentou significativamente na auséncia de DTT. Estes mesmos autores

comentaram que existem dois tipos de isoenzimas da GS, a GS1 citoplasmatica ou citosélica e
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estruturas das plantas.
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a GS2 cloropléstica ou plastidial, que diferem uma da outra pela presenca de um grupo ativo
thiol. Lam ef al. (1996) comentaram que as proporgdes das duas GS podem variar segundo as
espécies, estddio de desenvolvimento e condigdes ambientais, mas Limani ef al. (1999)
enfatizaram que a GS2 cloroplastica encontra-se em major propor¢do nos tecidos
fotossintéticos, enquanto a GS1 citoplasmatica esta presente em maior proporcéo nas raizes e
nodulos. Em Inga, a atividade foi maior nas folhas e, em Myroxylon, foi maior nas raizes. Em
folhas de Inga (que alids apresentaram as maiores taxas fotossintéticas, Cap. 2) a atividade da

GS talvez possa ter sido correspondente & GS2 cloropléstica, que, segundo Lam e al. (1995),

possui a funggio de assimilar tanto o NH; oriundo da redugfo do nitrito nos plastideos quanto

o NH," fotorrespirado. A presenca de GS2 em folhas ¢ provavelmente regulada pela luz e
correlacionada & capacidade fotorrespiratéria das plantas (Migge et al., 2000; Fuentés et al.,
2001). Em Centrolobium e Lonchocarpus, a atividade da GS nos nédulos foi maior que em
folhas e raizes, possivelmente em virtude do fluxo de NHf’ liberado dos bacterdides em
fungdo da redugéo do N3 (Limani et al., 1999).

Comparando a atividade da GS nas diferentes espécies, encontrou-se que Inga apresentou
uma atividade muito maior que as outras espécies, tanto em folhas, como em nédulos e raizes
(fig. 3.3A). Observou-se que Inga também apresentou maior atividade da GOGAT-NADH que

as outras espécies, em folhas e rafzes. J4, em nédulos, Lonchocarpus apresentou a maior

atividade (figura 3.3B).
(uanto aos metabdlitos relacionados & assimilagio do N, foram observadas concentracdes
relativamente baixas de NH;, primeiro produto intermediirio da FBN nos tecidos,

provavelmente porque este deve ser rapidamente assimilado para evitar concentragdes toxicas

as células foliares e radiculares. Em folhas de Centrolobjum foram encontradas as maiores
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concentracdes de NH;', seguido por Lonchocarpus, Myroxylon e Inga. Nas raizes de Inga

foram observadas maiores concentragSes que nas outras espécies, cujas concentragdes foram
estatisticamente iguais. Os nédulos de Inga apresentaram concentracdes relativamente altas,

enquanto que, em nodulos de Lonchocarpus as concentragdes foram as menores. Foram

observados apenas tracos de NH, na seiva do xilema em todas as espécies, com excecdo de
Myroxylon, que apresentou concentracdes relativamente maiores (tab. 3.1, N-NHf). Em

Crotalaria juncea (Miranda, 2002) as concentragdes de NH, em folhas, raizes e nédulos
foram bastante inferiores &s encontrados nas espécies em estudo.

Quanto a presenca de N-NO;  nos tecidos, observou-se que Myroxylon e Inga foram as
espécies com maior concentragio de N-NOj; nas fothas. Em raizes, Centrolobium e

Lonchocarpus apresentaram as maiores concentragdes de N-NO;* e, em nédulos,

Centrolobium apresentou as maiores concentragdes. No entanto, analisando o nitrato
transportado pela seiva do xilema, observou-se que Lonchocarpus apresentou maiores
concentragoes que Inga, Centrolobium e Myroxylon, que foram esté.tisticamente iguais (tab.
3.1, N-NO3 ™).

O acimulo do N-NOs™ nos tecidos de Inga e Myroxylon pode sugerir que uma boa parte
do N-NOs" absorvido pode ter sido transportada da raiz até as folhas via seiva do xilema para
ser reduzido mais ativamente nas folhas. Em Lonchocarpus e Centrolobium o N-NOs~ pode
estar sendo reduzido tanto nas raizes como nas folhas. Haynes & Goh (1978) comentaram que
as raizes e as folhas apresentam-se como os sitios de assimilacdo do N, sendo que nas raizes, o
N pode ser absorvido na forma de NO;" ou NH," ou obtido a partir do N, via FBN nos nédulos
e os produtos da assimilagio translocados pela seiva do xilema a parte aérea. Estes mesmos

autores afirmam que a assimilagio do N nas folhas pode ser dada pela reduciio do N-NOy’
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excedente translocado das raizes & parie aérea, quando este ndo foi reduzido no sistema
radicular. Portanto, o actimulo de N-NO;s™ nas folhas das 4 espécies estudadas proveio do

sistermna radicular.

Tabela 3.1. Metabolitos relacionados com a assimilagio do nitrogénio nas espécies estudadas,

aos 10 meses de idade. Tukey a 5 % de probabilidade. As letras comparam as diferentes

espécies para cada estrutura.

N-NH,;  (umol NH,; /g M.F)
Estruturas Centrolobium Inga Lonchocarpus Myroxylon
Folhas l43a 0,46 ¢ 0,98 b 0,47 c
(+ 0,64) {+ 0,46) ( 0,07) (% 0,05)
Noédulos 2,02b 6.08 a 0,83 ¢
(£ 0,98) (= 0,04) (% 0,20)
Raizes 1,421 1.88 a 1,44 b 1,23b
(% 0,14) (£ 0,35) (= 0,63) (= 0,69)
Seiva 0,07b 0,06 b 0,04 ¢ 0.15a
(umol NH,™ /mL) (£0,02) (+0,02) (£0.01) (+0,03)
N-NO;  (umol NO; /g M.F)
Estruturas Centrolobium Inga Lonchocarpus Myroxylon
Folhas 8.08¢c 31,122 15,60 b 32.49a
(£ 0,69) (£4,.23) (+ 1,47) (5,61
Nodulos 21.67 a 1433 b 492 ¢
* 1,61) (+1,13) (= 0,87)
Raizes 1173 a 571 b 1122 a 4,61b
(=2,74) (+1,32) (+2,28) (+ 1,026)
Seiva 0,38b 0,42b 335a 0,30 b
(pmole nitrato/mL) (x0,12) (£ 0,08) (£0,98) (x0,17)
N-URE (pmol alantoina/mL)
Estruturas Centrolobium Inga Lonchocarpus Myroxylon
Seiva 1,19b 0,64 ¢ 2.82a 0.33d
(+0,02) (+0,01) (+0,08) (+0,01)
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ALT (umol leucina/g M.F)
Estruturas Centrolobium Inga Lonchocarpus Myroxylon

Folhas 1,37b 2.12a 2.20a 1,16 ¢

(+0,31) (£ 0,58) (0,18) (£0,17)
Nodulos 6,59 a 5390 3.14¢
(+0,83) (£0,55) (+ 0,66)

Raiz 102 ¢ 1,48 b 247 a 0,75d
(+0,38) (+0,14) (+0,23) (+0,26)

Seiva 0,13¢ 0,26 b 0.34a 0.23b
(nmole leucina/mL) (+0,01) (= 0,01) (x0,03) (+0,04)

Pimentel (1998), mencionou que a redugiio de NO;3™ ocorre preferencialmente em tecidos

fotossintetizantes, devido a grande demanda de eiétrons, que sio fornecidos pelo fotossistema
I na presen¢a de luz. Embora estas reacdes ocorram preferencialmente em folhas, a
assimilagdo, tanto em folhas como em raizes, depende de caracteristicas genéticas da planta,
podendo haver troca de sitio de redugfio em resposta as condi¢@es ambientais (Wallsgrove et

al. 1983; Bustamante et al., 1997; Silveira er al., 2001). Além disso, ¢ importante levar em

conta que a fotorrespiragio favorece o aumento da concentragio de NOs ™ nos tecidos, ja que,
neste processo, ha liberagdio de 1 molécula de NO; ™ procedente de 2 moléculas de glicina.

Segundo Wallsgrove e al. (1983), a liberagio deste NOs™ pode ser 10 vezes maior que a da

assimilagdo priméaria do N. Estas moléculas de nitrato liberadas sio re-assimiladas pelo

complexo enzimatico GS-GOGAT (Keys et al., 1978; Oliveira er al., 2001,

Ao relacionar a atividade da RN com os actimulos relativamente altos de NOj5 nas folhas,
sugere-se que, sendo o NO;  atdxico, ele pode ser armazenado nos vactolos das células

(radiculares ou foliares) para posteriormente ser reduzido a NO,’ pela NiR. Como estes

processos de absorcédo e assimilagdo precisam de energia, esta energia possivelmente é melhor

suprida pelas células foliares que pelas células radiculares. Mas também as células radiculares
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podem fornecer esta energia, como foi visto nas raizes de Inga, nas quais a atividade da RN foi
maior que em folhas quando foi feita irrigagiio com solucio de Hoagland completa. Andrews

(1986) menciona que a maior proporciio da assimilagdo do nitrato nas folhas, pode ser

explicada pela alta absorgéo do NO;™ associada 4 nfio inducfio da atividade da RN nas raizes.
Desta forma, o NO;™ que née ¢ assimilado nas raizes ¢ transportado para a parte aérea via
xilema e o balango nos niveis de NO;™ é mantido pela RN.

Quanto a presenca de URE na seiva do xilema como produto da FBN, Lonchocarpus foi a
especie que apresentou a maior concentragdo, sendo que em Centrolobium também foi
encontrada uma concentrago consideravel de URE. Em Inga e Myroxylon foram registrados
apenas tracos de URE (tab. 3.1, URE). Estes valores foram baixos quando comparados aos
valores registrados por vérios autores. Sodek & Silva (1996) mencionaram 20 umol URE/mL
de seiva em soja nodulada e tragos de URE em plantas de soja nfio nodulada e Tonin (1988)
comentou que em soja, 86% do N existente na seiva do xilema estd em forma de URE quando
a planta € totalmente dependente da FBN. Miranda (2002) observou em plantas de Crotalaria
Juncea inoculadas, menos de 0,3 umol URE/mL de seiva. Segundo Goi & Neves (1982), as
malores concentragdes de URE em seiva sfio encontradas em espécies de leguminosas cujos
nédulos sfo do tipo determinado. No entanto, os nédulos de Lonchocarpus so de tipo
indeterminado e esta espécie ¢ produtora de URE. McClure & Israel ( 1979), dentre outros
autores, comentaram que os URE estdo associados & FBN, mas em plantas ndo noduladas é
factivel encontrar pequenas quantidades de URE, como foi o caso registrado para Myroxylon,
neste estudo. Os URE, apés a transferéncia aos dérgfios em desenvolvimento via seiva do
xilema, séo metabolizados a outros compostos nitrogenados (Yoneyama & Ishizuka, 1982).

Com respeito a presenga de ALT na seiva do xilema, Lonchocarpus apresentou a maior
concentragdo e Centrolobium registrou a menor concentragio (tab. 3.1, ALT). Miranda (2002)
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mencionou uma concentra¢io de 2,75 pmol de ALT/mL em seiva de Crotalaria Juncea,
espécie ndo considerada produtora de URE e cujo valor foi 10 vezes maior que os encontrados
em Centrolobium, Inga e Myroxylon.

Por outro lado, também foi registrada a maior presenga de ALT nas folhas e raizes de
Lonchocarpus, enquanto que Myroxylon apresentou as menores concentracGes. Em nodulos, a
mator presenca de ALT foi registrada em Centrolobium (tab.3.1, ALT). Em geral, a presenca
de ALT nos nodulos destas trés espécies pode sugerir que estes também foram produtos da
FBN. Sawazaki (1986), dentre outros autores, mencionou que a rapida e eficiente utilizacéo do

NH;' como fon intermedidrio da assimilacéio do N pode ser refletida no aumento de ALT na

seiva do xilema. Isto foi efetivamente observado nestas quatro espécies, ja que ndo foram
encontradas altas concentragdes deste fon na seiva do xilema. Em Crotalaria Juncea (Miranda,
2002) as concentragdes de ALT em folhas, raizes e nédulos foram quase 10 vezes maiores que
as encontradas nas 4 espécies em estudo.

A concentrac8o de N total e de matéria organica no solo utilizado nos vasos para plantio
das espécies estudadas foram de 4,6 ¢ N ¢ 44 g de matéria organica/dm’ de solo. Devito
(2002) comenta que a matéria orgénica do solo pode possuir N em concentragio suficiente
para as necessidades de absorgdo mineral da planta e Yamada (1995, 1996) comenta que o N
do solo pode estar na forma organica, proveniente de residuos de outros vegetais ou animais,
na forma mineral, presente na solu¢do do solo ou adsorvido as argilas e na forma gasosa, nos
poros do solo. A passagem de uma forma a outra se da pela atividade microbiana. Fernandes
& Rossiello (1995, citados por Pimentel, 1998), mencionam que em solos tropicais, com
alternéncia de estacOes secas e chuvosas, ha aumento stibito na disponibilidade de nitrato no
inicio da estagdo chuvosa, devido a répida degradacio de matéria orgénica e ao aumento da

populagdo de microrganismos do solo. As bactérias de decomposicéo atuam sobre o material
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orginico nitrogenado, liberando aminodcidos pela hidrélise das proteinas. As bactérias
amonificantes liberam os grupos amino na forma de ions aménio dos aminodcidos que se
dissolvem na solugfo do solo. Estes ions podem ser absorvidos pela planta, para sua posterior

conversdo a nitrito e nitrato e incorporado em compostos orglnicos que serdo utilizados pelos

tecidos (Haynes & Goh, 1978).
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Vil. APENDICE

Figura VIIL1. Registro das temperaturas médias mensais méaximas e minimas, na casa de
vegetacdo da drea experimental do Departamento de Fisiologia Vegetal, IB, durante o ano

2601.
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