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INTRODUCAO

1. CoNsIDERACOES GERAIS

Estima-se que cem milhoes de toneladas de nitro-
génio atmosférico sejam fixados anualmente (100 kg/ha) pela
atividade de microorganismos de grupos assimbidticos (al-
gas da familia Cyanophyceae, bactérias de vida livre) e sim-
bidticos (formando associagoes como as leguminosas e rizo-
bios, angiospermas e actinomicetos, algas verde—azuis e
plantas inferiores, microorganismos na filosfera e rizosfe-~
ra,-ou nao-nodulantes na rizosfera). A maior guantidade de
fixagao ocorre no relacionamento simbidtico leguminosa-Rhi-
zobium, através da redugao do dinitrogénio (N,) a  amdnia
(NH3) pelas bactérias localizadas nos nodulos (BEEVERS, 1976
'RUSCHEL, 1979).

O nitrogénio do solo ou de fertilizantes compe=-

-



te com a fixagao bioldgica, sendo usado preferencialmente
pela planta. Quando as bactérias de decomposig¢ac atuam sobre
o material organico nitrogenado, liberam aminocacidos por hi-
drdlise das protelnas; em seguida, as bactérias amonifican-
tes liberam os grupos aminos na forma de Ion amonia NHT,
que se dissolve na solugao do solo. A amdnia pode ser absor-
vida pelas plantas nessa forma ou depcis de sua conversao a
nitrito e nitrato. O nitrogénio do solo, por sua vez, & per—
dido, em decorréncia da agao das bactérias de desnitrifica-
gdo, pela conversao de NO, a nitrogénio atmosférico. O pro-
cesso de fixagdo, conversao de N, a NH;, portanto, € uma
etapa critica neste ciclo de retornc ao solo do nitrogénio
atmosférico, permitindo economizar o fertilizante necessa-
rio ao crescimento e produgao de graos da mailoria das legu-
minosas (HAYNES & GOH, 1978).

A soja pertence a familia Leguminosae, subfami-
lia Papilionoideae e ao género Glyeine L., sendo a espécie
classificada como szcine maxr {L.) Merrill.

Segundo MIYASAKA (1977), a populagao mundial,
estimada em 1976 em quatro bilhoes, ira dobrar nos proOximos
trinta anos. Diante dessa perspectiva, a produgao de alimen-—
tos preocupa seriamente as autoridades em todo o mundo, par-
ticularmente quanto ao suprimento de alimentos proteicos.

Devido ao baixo custo de produgao de oleo de al-
ta qualidade (12 a 23%) rico em acidos graxos poliinsatura-
dos e proteina (37 a 50%), com bom balanceamento de aminoa-
cidos (apenas deficiente nos sulfurados) - em relagao i pro-

telna animal (PORTO, 1983), a soja & um dos produtos pri-



marios de grande importdncia econdmica, passando a producio

nacional de 1970 a 1980 de cerca de 1,5 a 15 milhoes de to-
neladas (RUEDELL, 1983).

Nos Estados Unidoé, principal pals produtor, a
producao de 1922 a 1976 se elevou de 144 mil a 43,2 milhoCes
de toneladas (SMITH & CIRCLE, 1980). O Brasil ou a China,
dependendo das condigoes meteoroldgicas, segue em lideranga
de produgao.

Segundo SICHMANN (1977), para um elevado apro-
veitamento do nitrogénio do ar pela simbiose, &€ indispensa-~
vel misturar uma cultura pura de Rhizobium japonicum (inocu-
lante) de comprovada eficiéncia ds sementes de soja. O ino-
culante & preparado pela selegao, multiplicacao e acondicio-
namento em meio apropriado (turfa) da estirpe de  bactéria.
A validade do produto quanto ao periodo vital e 3 especifi-
cidade, deve ser observada, uma vez qué a associagdao bacté~
ria-planta & que condiciona a eficiéncia da fixagao do ni-
trogénio atmosférico.

No caso da soja, o processo de fixagao simbioti-
ca pode fornecer até dois tergos do total de nitrogénio as-
similado pela planta em condigoes de campo (HARDY et al,
1980).

2.  TRANSPORTE DE NITROGENIO NA PLANTA

Os principais sitios de assimilagac de nitrogé-
nio na soja sao raizes e folhas. Geralmente as ralzes assi-

milam nitrogénio como Ion NO3 ou NHZ e N, por fixagao atra-



vés dos nodulos, sendo os produtos translocados para a parte
aérea através do xilema. O processo natural de assimilagao
de nitrogénic na folha & pela re&ugéo de Nog excedente,
translocado das ralzes pelo xilema, quando nao reduzido no
sigstema radicular (HAYNES & GQOH, 1978}. As folhas assimilam
nitrogénio aplicado na forma de adubo foliar mais eficien-
temente como uréia (CAMARGO, 1970), a gual, logo apds a ab-
sorcac, & desdobrada pela urease em amdnia e didxido de car-
bono, sendo o N translocado através do floema para as re-
gides de consumo e reserva.

Os principais compostos transportadores de N em
planta sao os ureldeos e as amidas asparagina e glutamina.
0s urelideos sao mais comuns em leguminosas chamadas "tropi-
cais" (STREETER, 1979; LEA & MIFLIN, 1980) e a asparagina e
glutamina, nas leguminosas temperadas e outras espécies (LEA
& MIFLIN, 1980). Substitutos das amidas, tais como a-metile-
no-glutamina, s3ao somente encontrados como transportadores
de N em pequenc numero de espeécies (LEA & MIFLIN, 1980). Em-
bora somente um limitado nimero de compostos sejam utiliza=-
dos para transporte da maior parte do nitrogénio em plantas
superiores, ocorre uma ampla variagéo de compostos nitroge-
nados dentro da planta, de acordo com o tipo de N assimila-
do.

YONEYAMA & ISHIZUKA (1982) verificaram que, nos
nodulos de soja, o N do N2 fixado foi consideravelmente in~
corporado, enguanto a transferéncia para os ndodulos de NmNHZ
e N—Nog foi menos pronunciada. Nas raizes, o N2 fixado foi

pouco distribuido, enquanto grande proporgac de N—Nog e

4



N—NH+ fod para suas partes de crescimento, ocorrendo a in-

4
corporagac> de NMNOE na fragao protéica. A aplicacgdo de lSNOS
aumentou o) lsmog da parte aérea, de onde, depois, 32%

foi retrarasferido as ralzes em crescimento, ou seja, na sua
fragao prt:)téiéa ocorreu incorporacgao direta de parte do
15N0m, exraquanto o restante do aclimulo proveio do nitrogénio
retransfex-ido pela parte aérea.

ROSENDAHL (1984) relatou que plantas de ervilha
em simbiosse com linhagem de Rhizobium gque resultou em menor
produgao <de biomassa nodular, continham seiva em que  aspa-
ragina mazis &cido aspartico foram responsaveis por 69%, en-
guanto glxatamina mais homosserina o foram por 25% do trans-
porte de <—ompostos nitrogenados. Por sua vez, plantas de er-
vilha em ssimbiose com linhagem de RAizobium, resultando em
maior quarxatidade de tecido nodular, continham seiva onde as-
paragina rmais acido aspartico foram responsiveis por 51%, e
glutamina mais homosserina, por 43% do transporte de compos-
tos nitrogenados. A composigéo de aminoacidos da seiva do
xilema poc<ie indicar, portanto, a influéncia dos bacterdides
sobre o sistema enzimatico assimilatdorio do N no citossol
da planta, ou estoque dos intermediarios do ciclo de Krebs,
ou compos ttos relacionados nos nédulos. Isso fol baseado em
que o N, Fixado pelos bacterdides & exportado como amdnia e
assimilad<© no citossol da planta pela enzima glutamina sin-
tetase (GS): assim, a indugao da atividade da glutamato sin-
tase (GOGAT) no citossol da planta pela atividade da nitro-
genase nos nddulos tem sido indicada. Como o ATP e interme-

didrios do ciclo de Krebs sao requeridos para a agdo das en-—



zimas assimilatdrias, a ocorréncia de compostos aspartil na
seiva, indicativos.de melhor economia de carbono em relacao
aos compostos glutamil, sugere influéncia do bacterdide. Os
compostos aspartil envolvem a atividade do sistema fosfoenol
dcido piruvico carboxilase nas raizes e ndodulos como um me=-
canismo capaz de gerar acido oxaloacético para o ciclo de
Krebs.

A majoria das informagoes concernentes a ativi-
dade aésimilataria das ralzes proveém da analise da seiva co-
letada das ralzes ou do tecido do xilema, através de perfu-
sao ou extracao a vacuo de segmentos da parte aéxea (LEA &
MIFLIN, 1986}. McCLURE et al. (1980} relataram a coleta da
seiva do xilema por capilaridade. Apds o corte da haste da
planta de soja logo abaixo do primeiro nd cotiledonar, a co-
leta foi realizada, encostando-se uma pipeta capilar logo
acima do xilema cortado.

Ja a seiva do floema pode ser obtida pelo corte
do tecido vascular. FELLOWS et al. (1980) descreveram a co-
leta pelo corte da extremidade final da vagem, dentro de uma
solugao de EDTA 20mM para evitar fechamento dos vasos, e in-
trodugao do final cortado em um frasco com 2 ml de solugao
de EDTA para o recolhimento da seiva, por trés horas, sem
gue a vagem fosse destacada da planta.

A menor solubilidade dos ureideos impliéa na ne-
cessidade do transporte de um volume grande de agua, 2,6 ve-
zes mais agua que a necessarla para transportar guantidades
equivalentes de nitrogénio na forma de asparagina (SPRENT,

1980), razdo pela gual, em clima temperado, de menor tempe-



ratura, diminui a solubilidade da alantoina e Acido alantdi-
co, nao sendo usual o sistema de transporte de N via urei-

deos.

2.1. UREIDEOS

Entre os ureideos, compostos nitrogenados con-
tendo uréia e fragmentos de dois carbonos, o acido alantoi=-
co e a alantoina tém sido descritos como os principais com-
postos nitrogenados em uma variledade de espécies de plantas,
apesar de outros compostos, como citrulina, serem abundantes
em certas espécies (Bollard, em 1959, in THOMAS & SCHRADER,
1981b) .

Maior guantidade de urelideos (alantolna e acido
alantdico) foi encontrada em cada orgac de planta de soja
(exceto semente) fixando N, em comparagao com plantas  nao-
-noduladas cultivadas com N-mineral (FUJIHARA et al., 1977).
Como principais sitios de aclimulo de ureldeos em soja nodu-
lada, foram relatados ramos, peciolos e pontos de crescimen-
to (PATE et al., 1980; THOMAS et al., 1980} ou medula e xi-
lema dos tecidos dos ramos e paredes de vagens em desenvol-
vimento (THOMAS & SCHRADER, 1l9%98la; YONEYAMA & ISHIZUKRA,
1982) . Sendo baixa a concentragao de ureideos nas sementes e
folhas, foi sugerido que, apos transferéncia aos orgaos em
desenvolvimento, os ureideos seriam metabolizados a outros
compostos nitrogenados (YONEWAMA & ISHIZUKA, 1982).

Segundo STREETER (1979), o teor de ureideos au-

mentou no florescimento e fol maior na fase reprodutiva de



plantas de soja, ou na fase de formagao inicial de vagem com
enchimento de semente, pois N na forma de Nog e aminodcido
excedeu N-ureldeo no xilema antes do florescimento. N-urei-
deo em haste e fruto declinou de 37,7% e 15,5% do N-total
nas fases de desenvolvimento de vagem e de semente a  guase
zero na maturidade. N-ureideo, portanto, nao foi a princi-
pal forma de N translocada previamente ao desenvolvimento
reprodutivo e apds a maturidade.

SCHUBERT (1981) reportou que, em planta de soja
nodulada crescendo em solugioc sem nitrogénio, &cido alantdi-
co e alantolna réspectivamente representaram de 60 a 95%
do N-total na seiva do xilema, antes e depois da fixagao
plena.

STREETER (1979) encontrou relag@o entre alantoi-
na e Acido alantdico de aproximadamente 60:40 para o N-urei-
deo na folha, haste e frutos de planta de soja em desenvol-
vimento. Essa relagdo, porém, inverteu no xilema e em has-
tes e frutos de plantas maduras, sendo acido alantdico maior
que alantoina. Por outro lado, THOMAS & SCHRADER (1981a)
encontraram maior guantidade de acido alantdico, nao  alan-
toina, em folhas e frutos de soja em desenvolvimento. Tam—-
bém Acido alantdico fol a forma predominante de ureideo em
cada orgao de soja nodulada (THOMAS et al., 1980), ou em
gseiva de xilema (McCLURE & ISRAEL, 1979; SCHUBERT, 1981), ou
xilema de planta de soja crescendo em presenga tanto de No;
como NH, (THOMAS et al., 1979). Segundo THOMAS et al.(1979),

o acido alantbico contribuiu com 13% do N-total em  plantas

cultivadas com Nog, enquanto N-a-amino e N-amida contribul-



ram com 22% e NnNo;, com 60%. Em plantas crescendoc com NHZ,
o acido alantdico contribuiu com 43% do N-total na forma
organica.

A evidencia de que a planta de soja nodulada su-
prida com lSRH3 tem baixa quantidade de 15N na fragao
N-alantoina em relagdo a de N-aminoacido, sugere que grande
parte do N-ureldeo seja produzido no nddulo através da  fi-
xagao de N,. O NH; aumentou a quantidade do N-amino da raiz
e haste, e nao do ureldeo no nédulo, devendo ocorrer rapida
assimilagao do 15NH3, conversdao a aminodcidos e transporte
(FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1978).

OHYAMA & KUMAZAWA (1979), tratando o sistema ra-
dicular de plantas de soja no inicio do florescimento com
gis 15 15
15

N2 e NOS ou ar e No;, encontraram alto contetudo de

N na frag@o alantoina de hastes de planta com tratamento

15 15

N,y e a -relagao Nz/lchs-  aa alantolna foi
10 a 50 vezes maior que a de outros componentes, sugerindo
gue alantoina foi ativamente sintetizada nos ndodulos e rapi-
damente transportada nas partes vegetativas das plantas.

Embora existam fortes evidéncias associando a
producao de urelideos com fixagado de N,, mesmo em plantas nao
noduladas s3o encontradas peguenas guantidades de ureldeos,
principalmente nas ralizes e foliolos (McCLURE & ISRAEL,
1979; PATE et al., 1980).

vVarios trabalhos tém sido realizados no sentido
de verificar a possibilidade de usar o nivel de ureideo como

indicador da fixagao do N,. PATTERSON & La RUE (1983a) e

BERKUM et al. (1985) encontraram correlacao positiva para a
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concentragao de ureideos como Indice de fixagdo de N,, ava-
liada pélos métodos de redugac de acetileno, diluigao isoto-
pica (lSN) e diferenga do acumulo de N em planta nodulada e
nao~nodulada.

Pela linearidade da relagao encontrada entre
ureideos e fixagao de N, em raizes e hastes de plantas de
soja, a haste foi sugerida como o tecido mais adequado para
usar a teécnica de relacionamento dos niveis N-ureideo/ (N~
-urelideo + nitrato) com o fim de quantificar a  fixagao
de N, (HERRIDGE, 1982a).

PATTERSON & La RUE (1983b), inibindo a ativida-
de de redugac de acetileno (ARA) por anaerobiose " na raiz,
obtiveram diminui¢c3o do teor de urelideos na seiva de xilema
e tecido de haste, porém a concentragao de ureideos na seiva
refletiu decré@scimo da fixagao de N, mais rapidamente que
no tecido de haste. Por remogao da folha ou redugao na  in-
tensidade de luz, obtiveram redugac da ARA com aumento da
concentragdo de ureldeos na haste. Por remogao da vagem, nao
ocorreu mudanca na ARA, mas aumentou o teor de ureideo da
haste. Esta, portanto, pareceu servir como sitio de estoca-
gem de ureldeos, nao tendo ocorrido sempre um direto rela-
cionamento entre fixagdo de N, e alteragdo na  concentragao
de ureideo, sugerindo nao ser bom Indice da fixagdao de N,.
Em trabalho subsequente, PATTERSON & La RUE (1983¢c), obser-
varam que a haste jovem de soja € o melhor tecido para ve-
rificar a quantidade de ureldeos como Indice de fixagao de
Ny, visto terem encontrado correlagado em trés estadios de

crescimento a alta ou a baixa taxa de fixagao. Esse método
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tem a vantagem de n3c ser destrutivo em relagaoc ac de redu-
cao de acetileno. Os autores usaram a fragio N-ureideo/ (N-
ureideo + N-NO;), semelhante @ usada por HERRIDGE (1982a,b).

BERKUM et al. (1985) .relataram que N-ureideo de
topo ou parte aérea de planta de soja pode ser indicativo da
fixacao de N2 e efetividade do RhiZzobium, ou seja, pode ser
utilizado para a élassificag%o de estirpes da bactéria. Com
tratamento de inoculagao utilizando vinte e sete estirpes
de Bradyrhisobium japonicum, correlacionaram a variagao  N=-
ureidec com redugdo de acetileno e massa nodular.

PATE et al. (1980) relataram que, devido & dis-
similaridade de fixacdao e quantidade de ureldeo + nitrato
recuperada pelas partes da planta, além da propor¢ao relati-
vamente pequena de N-total como NwNog ou N-ureldeo, S prefe-
rivel usar a seiva do xilema, cuja composigao & bem diferen-
te em plantas de soja noduladas ou nao. A fixagao fol esti-
mada atraves da reiaqéo N- (ureideo + glutamina)/N- asparagi-
na + Nc;), ou também em xilema, N-ureldeo/N-aminoacido se-
gundo McCLURE et al.(1979), ou N-ureideo/N-total por McCLURE

et al. (1980).

2.2. METABOLISMO DE UREIDEOS

0 preciso comportamento, a localizagaoc e a regu-
lag3o da assimilagao de ureldeos nao estao esclarecidos, ha-
vendo necessidade de investigagdes sobre como o N-ureideo &
convertido em proteina da semente, pois leguminosas economi-

camente importantes, como a soja, sao produtoras de urei-
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deos.

THOMAS et al. (1980) nao encontraram evidéncia
em Phasecolus nao-nodulado de sintese direta através da con-
densagao de uréia e glioxilato, sendo consistente, porém, a
sintese dos ureideos via degradagao das purinas.

THOMAS & SCHRADER (1981b) relataram a possibili-
dade de duas vias biossinté&ticas dos ureideos através da re-
ciclagem dos seus produtos de degradacao: condensacao direta
da uréia e glioxilato formando o Acido alantdico com rea-
cao reversa da alantoinase (enzima d2 degradacao do aci-
do alantdico), produzindo alantoina, ou reciclo do glio-
xilato para precursores das purinas cuja degradagac ori-
ginaria os ureildeos.

A figura 1 esquematiza as possiveis vias meta-
bolicas para a sintese de ureideos.

Conforme SCHUBERT (198l), em planta de soja no-
dulada desenvolvendo sem N-mineral, a taxa de redugao de
C2H2 e a atividade da fosforribosilpirofosfato sintetase que
catalisa a formagdo de fosforribosilpirofosfato (PRPP) re-
guerido para sintese da purina, aumentaram até o 499 dia,
declinando depois, embora o exporte de ureldeos por planta
tenha aumentado até o 639 dia. A atividade da glutamina sin-
tetase (GS), que assimila o N2 recentemente fixado, tornan-
do-o disponivel como um grupo amino para sintese de aminoa-
cidos ou purinas, seguiu padrao similar ao da reducao de
acetileno, nao declinando, porém, apdos o 499 dia. ‘Também a
atividade das enzimas do catabolismo da purina nos nodulos,

xantina desldrogenase (XDH), uricase e alantoinase, aumen-—
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Figura 1. Possiveis vias metabdlicas para & sintese de ureideos:

(1) degradagfo aerdbica da purina; (2) condensagac do
glioxilato—-uréia; (3) reagao reversa da alantoinase;

(4) reciclo do glioxilato. Adaptagao de LEA &  MIFLIN

(1980), THOMAS & SCHRADER (198lb) e SHELP et af (1983).
Abreviagdes: aCG, cetoglutarato; PRPP, fosforribosilpi-
rofosfato; IMP, inosina monofosfato; THFA, tetrahidro-

folato; OH-PIRUVATO, hidroxipiruvato.
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taram em paralelo com o aumento da massa nodular e exporte
de ureideos. Segundo o autor, o N2 recentemente fixado foi
utilizado na sintese de novo das purinas, subseglientemente,
catalizado para produzir ureideos.

REYNOLDS et al. (1982), em estudo com nodulos de
soja, constataram o aumento da 5-fosforribosilpirofosfato
amido transferase (PRAT), a primeira enzima da via biossin~-
tética de novo da purina logo apOs aumento da asparaginase.
Depois aumentaram as enzimas envolvidas no suprimento dos
precursores das purinas. Por Qltimo, ocorreu o aumento das
enzimas oxidativas da purina para a biossintese dos urei-
deos, xantina desidrogenase e uriéase, confirmandeo a via
biossinté&tica dos ureideos pela sintese e degradagao da pu-
rina. Os autores relataram a absorgao do NHZ e a sintese de
ureideos ocorrendo no citossol.

ATKINS et al. (1984b) verificaram que, em caupi
nodulado, aumentou a atividade da nitrogenase e o contetdo
da hemoglobina seguido por rapido aumento das enzimas assi-
milativas de ambnia, GS e GOGAT, da sintese de novo da puri-
na, das enzimas de degradaqéo das purinas, xantina oxidase
e urato oxidase, de uma enzima com comportamento anapleroti-
co mals geral, a fosfoenol piruvato carboxilase e de urel-
deos (alantoina e acido alantdico) no xilema da planta.
Quando, porém, as plantas foram cultivadas com o sistema de
ralzes noduladas mantidas na auséncia de N, {em 80 Ar:20 0,
v/v), ocorreu pouco efeito na taxa de indugéo e aumento da
atividade de nitrogenase, conteudo de hemoglobina, enzimas

assimilativas de ambénia e da biossintese de purinas ou urel-
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deos. A adigdo de baixo nivel de NOS (0,1-0,2 mM) neutrali-
zou a deficiéncia de N da planta hospedeira, mas nao aumen-
tou o nivel enzimdtico do metabolismo de N, tanto na fragao
bacterdide como na celular do nodulo da planta, assim como a
sintese de novo da purina localizada no plastideo, com con-
seqliente nao-indugdo da sintese ureidica. Foi sugerido, por-
tanto, gque a sintese de ureideos em nddulos, assim como a
seqliencia de novo da purina localizada no plastideo, sejam
caracteristicas especiais decorrentes do fluxo pronunciado
de NHZ pelos bacterodides.

Segundo FUJIHARA & YAMAGUCHI (198l), a wuricase
foi detectada sd em nddulos viaveis e ndao em nddulos jovens
~onde a leghemoglobina nao foi encontrada.

THOMAS & SCHRADER (1981b) descreveram as possi-
veis reagoes das enzimas de degradagao dos ureideos. A alan-
toInase hidrolisaria a alantolna, originando o acido alan-
tdéico. A alantoicase envolveria duas etapas de reacgao com
duas enzimas, a alantoicase e a ureidoglicolase: a primeira
etapa hidrolisaria o &cido em uréia e acido ureidoglicolico
e, a segunda, o ureidoglicolato em acido glioxilico e uréia.
Um comportamento alternativo na degradagdo dos ureideos ain-
da nao confirmado em plantas superiores, segundo os autores,
é pela enzimalalantoato amido-hidrolase, gque hidrolisaria o©
alantoato em amonia, CO2 e urelidoglicolato, ou por um inter-
medidrio desta reagao enzimatica, a ureidoglicina, produzi~-
ria glicina e &cido oxalirico.

ATKINS et al. (1982) verificaram que, com 0 su-

1 1

primento de (2- 4C), {1,3- 5N) alantoina na corrente de
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transpiracao do mesd6filo foliar de leguminosa nodulada, to-
dos os orgaos dos ramos mostraram atividade ureolitica e
metabolisaram prontamente o Ycalantoina a 14C02. 0 acido
alantdico encontrado em todos os orgaos dos ramos provou a
atividade da alantoinase, assim como a existéncia de 14C--
uréia sugeriu a hidrdlise do 140 5cido alantdico pela alan-
toicase ou amido hidrolase e ureidoglicolase. Um comporta-
mento metabdlico de utilizagdo do N-ureideo, portanto, foi
indicado via acido alantdico, a uréia e NH,.

SHELP & IRELAND (1985) nao comprovaram a ativi-
dade da ureidoglicolase ou mesmo da alantoicase; relataram,
porém, a evidéncia indireta de utilizagao, em folha de soja
nodulada no escuro, de alantoina via alantoato, ureidoglico-
latoc e glicxilato, com a produgac de 2 moles de uréia origi-
nando 4 moles de NH, e 2 moles de co, . Verificaram gque O me-~

tabolismo tanto de lécwuréia como de (2*14C)-alantoina '

produziu NH3 e 14CO2 com a estequiometria aproximada de 2:1
e, pelo artefato de inibigdo da atividade ureolitica, encon-
traram redugdo similar da produgao de NH, e CO, para ambos
os substratos, com o concomitante aclimulo de uréia. Sendo a
inibic3do da atividade ureolitica praticamente a causa da
perda de producgao de NH;, foi evidenciada apenas a via alan-
toato, ureidoglicolato e uréia, pois as demais rotas meta-
bolicas, tais como ureidoglicolato e oxalurato ou amidohi-

drolase e ureidoglicina, continuariam a liberar parte de NHj

mesmo com a inibicao ureolitica (Figura 2).
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2.3. CUTROS COMPOSTOS TRANSPORTADORES

Nas espécies de leguminosas em que o nivel de
urelideos €& baixo ou nulo, a exportagao do N orgadnico de suas
ralzes ocorre principalmente na forma das amidas asparagina
e glutamina: a asparagina esta usualmente presente em maior
concentragao, e a composicado da seiva nao muda aparentemen-—
te com a forma de N (N,, ﬁo;, NHZ ou uréia) fornecida. Em
contraste, todas as leguminosas produtoras de ureideos,guan-
do alimentadas simbioticamente ou por fonte de nitrogénio,
mosttam diferentes misturas dos compostos do xilema. O pro-
cesso preponderante de assimilagao de nitrogénio determina,
em grande parte, o tipo de composto nitrogenado que & trans-
portado e fica disponivel para os orgaos de cresci-
mento.

A ocorréncla de amidas substituidas, a-metileno-
glutamina, principal composto nitrogenado do xilema de amen-—
doim, teanina, derivado da glutamina, responsavel por 80% do
conteiido de aminodcido de ralzes de plantas de cha jdévens,
foi relatada por Fowden, em 1954, e Takeo, em 1974 (in LEA &
MIFLIN, 1980).

Estudos com lSNH: em nodulos destacados de soja

15

encontraram maior acumulo de N no N-amida da glutamina,

depois no glutamato e subseqliente concentragac na asparagi-
na. Com o suprimento de (15N)-amida-glutamina, o lSN ocorreu
gquase gue total no N-amida da asparagina. Estes estudoes in-

dicaram o sistema ativo glutamina ligada a asparagina nos nd

dulos (FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1580).
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A via biossintética glutamina ligada a asparagi-
na foi confirmada como a preferencial para a assimilagao de
NH:, pelo aumento das enzimas GS, GOGAT e aspartato amino-
transferase (AAT) paralelo a indugdo da nitrogenase e  sin-
tese da hemoglobina em nodulos de soja em desenvolvimento,
assim como pelo fato de que a asparagina sintetase (AS) tem
baixo K, para a glutamina. O teor de asparagina inicialmente
se elevou Seguindo-se um declinio e novamente um aumento.
Uma rota alternativa ou aclimulo foi sugerida como explicagao
da recuperagao do teor de asparagina que ocorreu apbs a ati-
vidade de a AS ter declinado (REYNOLDS et al., 1982).

Uma sugestac referente a inibigao da sintese de
asparagina foi relatada por PATE et al. (1980} como decor-
rente da competicdo biossintética entre a asparagina e oOs
ureideos, através da degradagao de purinas. A biossintese
ureidica requer 2 atomos de N amidico, ou como glutamina ou
asparagina, e 1 Atomo de N de aspartato para formar 3 dos 4
atomos necessarios.

Outra hipoOtese formulada foi baseada no fato de
que em condigoes de excesso de carbono, © nivel de ATP seria
alto e haveria grande suprimento de a-cetoglutarato favore-

cendo a operagao GS/GOGAT, sem a diversificacao da glutamina

+
4

induziria a diminuig¢3c da taxa de C/N e da via glutamina li-

para asparagina (MIFLIN & LEA, 1977). A assimilagdo do NH

gada a asparagina, a qual tem a relagao 2N:4C, estimulando
a biossIntese de ureldeos, de suficiente solubilidade na
seiva de células, e a relagao de 1N:1C necessitando de menos

carbono que a asparagina (FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1%81).
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Outros estudos com ndodulos destacados de  soja

relataram que, apOs suprimento de (13N)N2 por 15 minutos
{MEEKS et al., 1978), ou lSNHZ por 60 minutos (FUJIHARA &

YAMAGUCHI, 1981}, o maior actmulo de 13N ocorreu na alanina,

seguida pelo glutamatof 0 lSN, por sua vez, acumulou na
alanina seguida pelo N-amida da asparagina e do glutamato.
Foi, portanto, indicado que, apds a incorporagao do N pelas
enzimas GS e GOGAT, ocorreram nac apenas as vias biossinté-
ticas pelas enzimas AAT e AS com formagao do aspartato e as-
péragina, mas também pela enzima alanina aminotransferase.

A figura 3 esquematiza o metabolismo em nddulos
de planta para transporte das amidas asparagina e glutamina
e da alanina.

THOMAS et al. (1979) relataram que, em seiva de
plantulas de soja crescendo com nitrato, asparagina foi o
principal aminodcido, constituindo 44% do N-aminoacido total
(N-a~amino livre e N-amida), seguidco pela glutamina (13%),
doils aminoacidos bésiﬁos, lisina (9%) e histidina (7%), e
pelo acido aspartico (7%), sendo os cinco responsaveis por
80% do N-aminodcido total. Quantidades significantes de ar-
ginina, valina, acido gluta@mico, treonina, y-aminobutirico e
serina foram também detectadas, com tragos de alanina, gli-
cina, isoleucina, leucina, fenilalanina e tirosina.

OHYAMA & KUMAZAWA (1979) relataram gue compostos

15

de N soliivel derivados de Nog absorvidos pela raiz, foram

transportados na mesma proporgao da raiz para a haste, en-
gquanto os derivados de lSNZ absorvidos pelos nodulos mani-

festaram um sistema seletivo, resultando no malor transporte
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Figura 3. Metabolismo de N em nodulos para transporte

das amidas asparagina e glutamina e da
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Adaptagao de acordo com REYNOLDS et alf. (1982) e

FUJIHARA & YAMAGUCHI (1981).
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de alantoina, asparagina, acido aspartico, glutamina e amd-
nia dos nddulos para a planta.

Acido aspartico, lisina, valina, leucina e acido
glutimico foram os principails constituintes ndo-amidicos na
seiva do xilema de leguminosas noduladas ou nao, supridas
com No;. Estes aminoacidos representaram 15-20% dos compos-
tos, sendo os principais a asparagina e a glutamina. A taxa
asparagina/glutamina aumentou com o aumento da dependéncia
sobre o NO; (PATE et al., 1980).

Outros estudos com seiva de xilema relataram a .
asparagina como o principal aminoacido constituinte em plan-
ta de soja nao~ncdulada crescendo com nitrato (McCLURE et
al., 1979); ou em soja nodulada sem N-fertilizante (SCHU-
BERT, 1981); ou junto com a glutamina, em caupi nao nodulado
(ATKINS et al., 1980); ou junto com o acido aspartico, em
ervilha com simbiose maig efetiva, enguanto em simbiose me-
nos efetiva, a glutamina e a homosserina foram maiores (RO~
SENDAHL, 1984). THOMAS et al. (1983} relataram gque a compo-
sigdao relativa do N na seiva de plantas de soja com trés se-
manas foi semelhante tanto para simbiose mais efetiva como
para simbiose comum.

Segundo LEA & MIFLIN (1980), a glutamina & 0
finico composto que nao requer energia adicional para o me-
tabolismo, uma vez que a amida, por si s0, & diretamente en-
volvida na assimilagao da ambnia. A asparagina perde os 3
mol de ATP requeridos para a sintese do grupc amida, gquando
a amdnia @ liberada. Por sua vez, os ureldeos utilizam alto

teor de energia como compostos transportadores de N, pois a
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sintese de purinas requer 6 moles de ATP junto com dois gru-
pos metil ativados, os quais, mals tarde, sao perdidos como
002, e todo o N transportado @ liberado como amdnia, neces-

sitando de energia para reassimilagao.
3, INFLUENCIA DE FATORES EXTERNOS SOBRE FIxAGAo DE Mo

3.1. FOTOSSINTATOS

Uma vez conhecida a alta demanda energéetica,
pois cerca de 6 elétrons e 12 mol de ATP sac requeridos, pe-
lo menos, para a redugao do N, a NHy e 2 elétrons mais 4 mol
de ATP para desprendimento do H2 (PHILLIPS, 1980), o aumento
da taxa fotossintética fornecedora de substrato para o meta-
bolismo produtor de energia parece interessante como meio de
aumentar a fixagao. Portanto, o sistema ativo fixador de
Co, pelas ralizes e nddulos de soja (COKER & SCHUBERT, 1981),
ou o enriquecimento do Co, do ar ao redor da leguminosa, au-
mentando a fotossIntese ligquida (HARDY & HAVELKA, 1973), au-
mentariam os fotossintatos pela respiragao aerdbica dos bac-
terdides, fornecendo esqueletos de carbono para assimilagao
do NHZ e biossintese de aminoacidos, além da energia e redu-
tantes.

ATKINS et al.(1980) sugeriram que ralzes de
planta nodulada em relagdc a ndo-~nodulada, além de requeri-
mento extra para funcionamento do nddulo, devem ter maior
proporcao de componentes ndo assimilatérios da  respiragao,

perdendo mais C como CO2 na respiragao. Estudando planta de
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caupi nodulada dependente de fixagao de N, e nao-nodulada
submetida a niveis de No; suficiente para proporcionar simi-
lar crescimento, encontraram maior proporgao de fotossintato

enviado para as partes inferiores em plantas noduladas.

3.2,  NODULAGAO E ATIVIDADE DA NITROGENASE

No processo de infecgao, bactérias se modificam
formando bacterbides e nddulos  por atividade meristematica

das células infectadas. Simultaneamente, & produzido um pig-

mento vermelho, a leghemoglobina, que parece difundir o oxit;w“_

génio aos bacterodoides para manter a respiragaoc e, ao mesmo
tempo, devido a répida formagao de derivados oxigenados da
hemoglobina, dispersar o oxigénio do sitio de fixagao, pre-
venindo, assim, a inibicdc da enzima anaerdobica nitrogenase
(BEEVERS, 1976). A essa enzima, produzida pelo bacterdide, &
atribuida a capacidade para fixagao do N atmosférico. Parece
ser um complexo de duas enzimas, a molibdeno-ferroproteina,
de PM 250.000-270.000, e a ferroproteina, de PM 55.000-
57.000, reﬁuerendo uma fonte de elétrons, como a ferrodoxina
ou flavodoxina, e energia na forma ATP para reduzir o com-
plexo nitrogenase, que entdo transfere seus eletrons a um
aceptor apropriado, normalmente o nitrogenio (BEEVERS, 1976;
RUSCHEL, 1979).

Seqgundo SHANMUGAN et al. (1978), a energia e
usada nao apenas para redugao de N,, mas assimilagao de NHZ
pelo citoplasma celular da planta e presumivelmente para ab-

sorgao de compostos de carbono desse citoplasma pelos bacte-
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roides, os quais sao metabolizados via ciclo de Krebs aco-
plado a cadeia respiratoria para produgao de energia. ApOs
produgao de NH: pela nitrogenase dentro dos bacteroides, a
exportaqao para a planta fol sugerida como conseqliéncia de
gue as atividades das enzimas de assimilagao do NHZ, GS e
GOGAT, aumentariam na fragaoc da planta e ndo no bacterdide.
A n3o formagido de glutamato pela GOGAT e glutamina pela GS
foi relatada ser consegfiéncia da repressaoc das enzimas de
assimilacao do NH; pelo bacterdide. Dois sistemas  adicio-
nais, além da respiragao, como fornecedor da fonte de ele~
trons, teriam importante a¢do no metabolismo de energia da
nitrogenase, o de tomada de H2 pela hidrogenase e o da ni-
trato redutase (NR).

RAINBIRD et af. (1983¢c) relataram que,juntamente
com a fixagao de N2 em nodulos de leguminosas, a nitrogenase
reduz protons formando Hz, com diminuigao da energia dispo-
nivel para redugdo de N,. Verificaram em caupi nodulado com
estirpe de alta ou baixa evolugdo de H,, a nao-ocorréncia de
diferenciagdo na fixagdo, produgao de matéria seca e semen-
te, solutos nitrogenados exportados ou distribuigao de fo-
tossintese dentro da planta. Nodulos com baixa evolugac de
Hz, porem, perderam menos CG2 na respiragao, economizando
mais carbono.

RAINBIRD et af. (1983b) usaram a diferenga entre
evolucgao de i, de nédulos de caupi em ar ou Ar:0, (80:20,
v/v) e o método de diluigao isotdpica de lsnz, para esti-
mar atividade da nitrogenase durante o dia, a 30°C, e a noi-

te, a 20°c. Verificaram que nao ocorreu variagao diurna na
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fixagao de Nz, porém a atividade da nitrogenase variou com ©
fluxo de elétron através da enzima, sendo a noite 60% da du-
rante o dia, devido & menor evolugdo do H,, ou seja, & noite
ocorreu menor competigdo para redugao do N,.

ATKINS et al. (1984b) verificaram a  liberagao
continua de H, em plantas de caupi cultivadas com o sistema
de ralzes noduladas mantido na auséncia de N, (em Ar:oz),enw
quanto a taxa declinou a zero nos nodulos em ar, indicando
que houve menos reciclagem efetiva de H2 no sistema de Ar:02
comparado ao em ar. Aparentemente, a atividade de absorgao
pela hidrogenase, embora inicialmente induzida em ambos O©0s
sistemas, ndo foi mantida na auséncia de N,; a eficiéncia de
uso do carbono pelos nodulos no sistema em Ar:O2 ) portanto,
foli aparentemente reduzida.

ATKINS et al. (1984a) verificaram que,  propor-
cionando nitrato em plantulas de caupi noduladas com sistema
de raiz crescendo em Ar:0, (sem fixagao de N,) . aumentou
largamente o nivel de proteina da fragaocelular daplanta em
relagdo 3 dos bacterdides. Em contraste, tratamento de NOS
em plantas com sistema de raiz crescendo em ar (com fixa-
gao), aumentou a proteina das fragGes bacterdides e planta.
vVerificaram, ainda, gue ndodulos efetivos de planta desenvol-
vida de semente com lSN apresentaram maior proporgao de di-
luigao de *°N nos bacterdides em relagio s células vizinhas
do hospedeiro, indicando incorporagao seletiva do N fixado
recentemente dentro dos bacterdides. Estes resultados indi-
caram gue a incorporagac direta dos produtos de fixagao

(NH:), pelos bactercides, pode ser uma caracteristica deci-
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siva no estabelecimento e crescimento de uma simbiose efeti-
va.

STREETER (1985b) relatou, em planta de soja no-
dulada, © alto conteildo (96%) de N-amino e N-ureideo no ci-
tossol em comparagéo com o teor no bacteroide (4%), confir-
mando a assimilagao de NHz e a sintese de ureideos no citos-
sol relatada por REYNOLDS et al. (1282).

Os geneticistas podem selecionar estirpes de
Rhizobium mais efetivas no processo de infecgao e na produ-
¢3o de nddulos ativos (BRILL, 1980}, ou, ainda, selecionar
plantas hospedeiras com maior potencial de nodulagao, visto
o niimero de nddulos estar sob controle genético (PHILLIPS,
1980).

O estabelecimento funcional dos nodulos das rai-
zes, o mais cedo possivel, parece interessante como meio de
aumentar a fixagdo (PHILLIPS, 1980), pois a taxa maxima de
fixagdo em plantas noduladas normalmente se inicia com o]
florescimento {(FUJIHARA et al., 1977; STREETER, 1979; THOMAS
et al., 1980; MARCUS-WYNER & RAINS, 1983).

A formagao de ndédulos eficientes na fixagaoc de N
& um processo sujeito a influéncias tanto enddgenas como ex-
ternas do melo radicular. O fator genetico governa a compa-
tibilidade entre a linhagem de Rhizobium e o hospedeiro, en-
quanto pH, nutricao mineral, temperatura, taxa de fotossin-
tese para suprimento de fonte de carbono, cohcentragéo de
oxigénio e Agua no solo, presenca de Ions nitrogénio, fungi-
cidas, herbicidas e outros compostos que inibem nodulaqéo,

limitam o processo de infecgao.
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3.2.1. FATORES GENETICOS

A especificidade entre bactéria e planta tem si-
do caracterizada pela ligagéo entre uma proteina, presente
no pélo radicular do hospedeiro, com um carboidrato compati-
vel na célula do Rhizobium. Assim, DAZZO & BRILL (1978) ve-
rificaram a diminuicdo dos niveis da trifoliina, uma protei-
na presente nas ralzes de trevo, paralela ao declinio da li-
gagcao do R. trifolii aos pé&los radiculares, com o aumento do
suprimento de NOS ou NHZ.

THOMAS et al. (1983), comparando simbiose mais
efetiva em relagao a simbiose comum, em plantas de soja, ve-
rificaram que, com trés semanas, as plantas de simbiose mais
efetiva eram maiores, tinham maior taxa de redugdo de aceti-
leno, fotossintese, transporte de ureideos pelo xilema, ati-
vidade alantoinase na folha e concentragao de ureldeos no
tecido radicular. Apos cinco semanas de crescimento, no en-
tanto, ndo ocorriam diferengas nas taxas dos processos fi-
' sioldgicos e parametros de crescimento examinados. Linhagens
com malor capacidade de fixar NZ' portanto,.tiveram maior
rendimento somente no inicio do crescimento, nao apresentan-
do maiores produgdes mesmo na auséncia de competigao com ou-

tras linhagens.

3.2,2, pH

‘Para o desenvolvimento de leguminosas, a faixa

Stima de pH varia de 6,0 a 6,5; entretanto, para a simbiose,
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a faixa Stima pode ser inferior (SICHMANN, 1977).

PEIXOTO et ql. (1986) verificaram gque PpH 4,5
prejudicou a infecgao do Rhizobium, mas nao o desenvolvimen-
to dos nddulos em feijoeiro inoculado com Rhizobium phaseo-
1t.

Por outro lado, SA et al. (1986) relataram que O
pH nao pareceu interferir acentuadamente na nodulagao de es-
+ilosantes com estirpes de Rhizobium de diferentes niveis de
efetividade na fixagio de nitrogénio, porém o pH mais eleva-
do favoreceu a nodulagao das estirpes tolerantes a estrepto-

micina.

3.2.3. TEMPERATURA

Solos quentes e secos diminuen a sobrevivéncia
de bactérias e a formagao de nddulos.

DUKE et al. (1979) relataram que planta de soja
com raiz mantida a 13°c n3o nodulou, mas de 15 a 20°¢  nodu-
lou, registrando maior respiragao e atividade de reducac de
Csz, Mudangas de temperatura da raiz nodulada de 20 para
13°c n3o influenciou as enzimas do meﬁabalismo de nitrogénio
das ralzes, GS e GOGAT, assim como a enzima respiratoria ma-
lato desidrogenase (MDH), mas diminuiu a respiracac e a taxa
de redugao de C,H,. Por outro lado, essa mudanga afetou se-
veramente, nas folhas, as enzimas da fotossintese, ribulo~-
se-1l,5-bifosfatocarboxilase (RuBpC), fosfoenol-piruvato car-
boxilase (PEPC) e acido glicdlico oxidase (GAO) e as do me-

tabolismo do nitrogénio, GS, GDH e glutamato oxalocacetato
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transaminase (GOT}. Baixa temperatura, portanto, reduziu a
proteina das folhas, enquanto nos nddulos a atividade das
enzimas de assimilagao foli suficiente para assimilagao do
NHZ produzido pela fixagao de N,.

SCHWEITZER & HARPER (1980) relataram que, em ex-
perimento de curta duragao com soja (10 a 24 horas), na pre-
senga ou na auséncia de luz a 27°C constante, nao ocorreu
mudanga da atividade nodular, que aparentemente deve ter si-
do suportada pelos fotossintatos de reserva. Experimentos de
longa duragado (10 dias) de auséncia de luz a 27°c  indicaram
a diminuigdo da atividade nodular a partir do terceiro dia,
finalizando a atividade no sétimo dia. Com a alternagao da
temperatura de 18 para 2700, houve diminuigao a partir do
quinto dia, findando no oitavo. Foi indicada a menor respi-
ragao com a alternagao da temperatura de 18 para 27°C. Assinm,
ocorreu diminuigao da atividade dos nddulos por diminuigao
da temperatura (18°C) e longa auséncia de iluminagao.

MARCUS~-WYNER & RAINS (1982) encontraram a dimi-
nuicdo da taxa de redugao de acetileno com queda de tempera-
tura de 32 para 22°c.

RAINBIRD et al. (1983a) relataram também gue mu-
dangas na temperatura foram, de preferéncia as de ilumina-
¢iao, as responsaveis pela variagao nas atividades relativas
de redugao de Nz, diminuindo a fixag¢ao em temperatura abailxo

de 20%c.
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3.2.4, NITROGENIO MINERAL

3.2.4.1. Absorgao e Assimilagao

os Ions Nog e NHZ tém sido reportados afetando
nodulagdo e fixagdo de N, (BETHLENFALVAY & PHILLIPS, 1978;
THOMAS et al., 1979; COTTINGHAM & JONES, 1980; WONG & STEN-
BERG, 1980; NOEL et al., 1982; ZENGBE et al., 1984).

Embora o mecanismo de absorgao de NHZ parega ser
por difusdoc, em alto nivel determina toxicidade, havendo de-
plecao de carboidratos, energia e redutantes (HAYNES & GOH,
1978). A absorgao, movimento de Ions através do plasmalema
das células epidérmicas e corticais das ralzes, € similar ao
de cations monovalentes, particularmente k", a assimilagao
pela enzima glutamato desidrogenase (GDH) s0 ocorre em si-
tuagio de excesso de NH, (MIFLIN & LEA, 1977; HAYNES & GOH,
1978).

MARCUS-WYNER & RAINS (1982), medindo a absorgao
de NH; por planta de soja nodulada, simultaneamente com a
redugao de acetileno, verificaram baixa sensitividade de 15
a 30°C, sugerindo nao depender diretamente da atividade me-
tabdlica e ser mediada pela difusdo. A absorgao de NHZ ~ foi
favorecida no pré e no florescimento com o aumento do pH do
meio (4,0 a 6,8), provavelmente porgue a absorgao de NHZ se-
ja acompanhada por um transpofte em sentido oposto de lons
de hidrogénio, sendo facilitada em ambiente de baixa acidi-
tividade. Esses mesmos autores (MARCUS-WYNER & RAINS, 1983)

verificaram que planta de soja nodulada dependente de fixa-
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¢ao de N, exibiu generalizada deficiéncia de N e foi menos
vigorocsa, tendo menor porcentagem de N no tecido que planta
nac nodulada dependente de N inorganico, Sugeriram que a me-~
nor absorgao de Nﬂ; por planta nodulada em relacao a néo—nof
dulada pode nao ser devida a mecanismos de absorcgao, mas
fungdc do decréscimo na massa das raizes de plantas nodula-
das, devido 3 condigdo de deficiéncia de N, a qual pode oca-
gionar menor nivel de carboidrato.

Por outro lado, RUSCHEL et af. (1979), aplicando
doses de 0,25 e 50kg/ha de N como (NH4)2SO4, verificaram gue
uma linhagem de soja com capacidade de nodulagﬁo, absorveu
mais N do gue a ndo-nodulante, tendo ocorrido a maxima ab-
sor¢io e contelido de N nas vagens derivadas do N, fixado a
25kg/ha de N, guando a fixagao de N, ainda permaneceu alta
nas nodulantes. Apenas 25% do N aplicado foi absorvido pelas
plantas. Fol sugerida, portanto, apesar de o N-fertilizante
ter inibido o processo de fixagao simbidtica, pois a 50kg/ha
de N ocorreu a redugao do Ny, & ocorréncia de um efeito si-
nergistico do Nz fixado com o N do solo, ou que © Nz fixado
2 mals facilmente assimilado pela planta.

O nitrato é atdxico e pode ser acumulado nos va-
ciiolos das ralzes. Sua absorgdao € um processo ativo e parece
estar relacionada com a assimilagao, na forma reduzida, pela
enzima nitrato redutase, formando o nitrito, sendo ambos 0s
processos de assimilagao e absorgdc dependentes de anergia.
Requer, portanto, mais energia para a incorporagao gue o
NHZ, podendo suceder tanto nas raizes como nos meristemas ou

folhas. A atividade seguinte de redugao do nitrato pela ni-
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trito redutase (Nir) previne a estocagem de altas concentra-
¢oes de nitrito que pode ocasionar toxicidade a nitrogenase
(HAYNES & GOH, 1978).

WYCH & RAINS (197%9) verificaram que a taxa de
absorgao de Nog em planta de soja nao-nodulada foi duas ve-
zes maior em relagdo i nodulada, no inicio do crescimento
reprodutivo. A taxa de absorcao de Nog diminuiu depois pro-
gressiva e similarmente para ambas, podendo refletir maior
suprimento de fotossintato translocado as ralizes de plantas
nio-noduladas. Esse fato, além da falta inicial de N ate
formagdao do nddulo da planta, pode ter influldo na menof al-
tura das plantas dependentes de N simbiotico, as quais tive-~
ram menor N no tecido vegetativo e produziram menos graos
por planta.

COTTINCHAM & JONES (1980) verificaram que a taxa
de absorgao de nitrato em Vicia faba foi aproximadamente
constante durante o crescimento e proporcional ao suprimen-
to de nitrato. Observaram maior retengao de NOS nas railzes
que em outros tecidos da planta, e uma reducao da fixagao de
N, e peso nodular com aumento de nitrato. Além do mais, se-
mentes de plantas com maior suprimento de nitrato continham
ligeiramente mais N-total, sugerindo maior eficiéncia da as-

similagao do NOS em relagdo & fixagao de N,.

3.2.4.2. Influéncia nos compostos transportadd—

res de nitrogénio

Segundo OHYAMA & KUMAZAWA (1979), nodulos de um
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sistema radicular de soja pareceram assimilar nitrogénio co-
mo N2 ou NOS da mesma maneira, originando compostoes seme-
lhantes, porem ralzes tratadas com Nog apresentaram maior
expressao na asparagina, sendo altos, y—amino-butirico, aci-
do aspartico, glutamina, serina e acido glutdmico. Nodulos
com N, apresentaram, inicialmente, altos teores de acido
glutamico, alanina, y-—amino-butirico e serina, e baixos de
asparagina e glutamina. Assim, a ambnia proveniente da re-
dugao de N, e No; pareceu ser assimilada por caminhos dife-
rentes em nodulos e ralzes.

THOMAS et al. (1979), verificaram que seiva de
xilema de planta de feijdo nao-nodulada, crescendo em NHZ
ou NH,NO,, em relagac a planta crescendo em No;, continha
maior concentragac de N-orgdnico, na maioria devido ao au-
mento de aminodcidos, embora o acido alantdico também tenha
aumentado duas a trés vezes. Seiva de plantas com Nﬁz foi
composta na quase totalidade de N-orgdnico, sendo o nivel de
NHZ, embora, neste caso, o mais elevado, somente 1-2% do N-
total. Por outro ladeo, quando plantas previamente desen—
volvidas em nitrato foram suplementadas com NBZ ou NH4N03
por 40 horas, as concentragoes na seiva de N-a-NH, e N-ami-

da aumentaram 100%, enguanto a concentragao de acido alan-

tdico sd aumentou apds prolongada alimentacgac com NHZ.
3.2.4.3. Efeito inibitdrio

WONG & STENBERG (1980) verificaram que, expondo

metade do sistema radicular de soja nodulada, a 15mM de N03,
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esse lado apresentava poucos nodulos, baixa atividade de re-
dugdo de acetileno e alta de nitrato redutase, acumulando
nitrato. A metade ndo exposta apresentava muitos nddulos,
alta atividade de redugao de acetilenoc e nenhuma de nitrato
redutase, nido acumulando nitrato. A atividade de nitrato re-
dutase das folhas foi similar para todas as plantas, indi-
ferente ao lado exposto'a NOS. Nitrato redutase de folha,
portanto, nao influiu no efeito inibitorio de NOS sobre a
simbiose de leguminosas, gue ocorreu apenas qguando as rai-
zes, tendo alta atividade de nitrato redutase, foram expos-
tas diretamente a NOS.

ZENGBE et al. (1984) encontraram gue seiva de
xilema de ?lantas de soja associadas com Rhizobium efetivo
ou inefetivo, com igual nodulagao, em auséncia de N exogeno,
continha 10 a 20 vezes mals N-ureldeo em sistema simbiotico
efetivo. O suprimento de Nog ou NHZ diminuiu a fixagao e a
concentragdo de ureldeos e aumentou N-aminoacido na seiva
dos dois grupos de plantas. Na presenga de NH; a fragdo urei-
deo translocada por hora e por planta aumentou na planta no-

dulada pela estirpe inefetiva e variou pouco na com estirpe

efetiva.
3.2.4.4. HipOtese acerca do efeito inibitorio

A agdo do efeito inibitdrio do nitrogénic mine-
ral & ainda bastante discutida.
O fato de a nitrogenase ser extremamente oxigé-

nio 13bil e o suprimento de 0, para a respiracao aerobica
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dos bacterdides controlade por um cortex relativamente im-
permeavel no nddulo, que permite o O, difundir e ser trans-
portado para os bacterdides como uma solugao tamponada de
hemoglobina, originou a hipbtese da inibigao do nitrito for-
mado pela redugdo do nitrato. O nitrito oxida a hemoglobina
"in vitro", podendo impedir a ligagao com © 02 e interferir
com os processos de fixagao de N,. No entanto, esta  viabi-
lidade @ discutida, pois varios trabalhos com mutantes de
Rhizobium defectivos em nitrato redutase (NR) demonstraram
continuar ocorrende a diminuigdo da fixagao do N, (GIBSON &
PAGAN, 1977; MANHART & WONG, 1980), nao sendo detectado ni-
trito nos nddulos (STREETER, 1982), embora tenha sido encon-
trada redugao substancial do nitrato, apesar da baixa ati-
vidade da NR (WARNER & KLEINHOFS, 1981).

STREETER (1985a) verificou que a concentragao de
nitrito, em nodulos de plantas de feijao inoculadas com oito
estirpes de Rhizobium, nao foi relacionada ao peso nodular
por planta, ou 3 atividade de redugao de acetileno. Mesmo
guando a concentragao de nitrito nos nodulos foi abaixo da
requerida para inibigao da nitrogenase por experimentos "in
vitro", a atividade de redugao de acetileno foi inibida 83%
pelo nitrato.

Outro fator para explicar a inibigdc da fixagao
de N, em N-mineral & a menor eficiéncia de assimilagao de
nitrogénio na forma de N, fixado em relacao a de NOS reduzi-
do.

| Como ja vimos, ATKINS et al. (1980) sugeriram

que raiz nodulada de caupi, em relagao a nao-nodulada, deva
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ter maior proporgdac de componentes nao assimilatdrios da
respirag@o, perdendo mais C como CO, na respiracgao. Ainda,
além do reguerimento energético para o funcionamento nodu-
lar, ralzes noduladas pareceram gastar mais energia. Esses
autores analisaram in vitro orgaos de caupi nao-nodulados de
40 dias, submetidos a niveis de No; nas ralzes, encontrando
a parte adrea como o sitio principal de assimilagao de Nog.
Parte do No; assimilado, portanto, fol reduzido fotossinte-
ticamente na parte aérea, no sistema superior, nao no infe-
rior, nas ralzes, concordando com o menor gasto metabdlico
por planta nao-nodulada em relagdo 3 nodulada dependente de
N, de fixagao.

BETHLENFALVAY & PHILLIPS (1978) nao encontraram
diferenga de eficiéncia fotossintética devida a forma de ni-
trogénio aplicado a plantas de ervilha, porém, em alta taxa
fotossintética, verificaram a neutralizagao parcial de ini-
bicao de fixagao de N, em planta suprida com N~mineral (NH+4
ou No;). Ainda, a maior taxa de nitrogénio/peso seco de
plantas fixando N,, em relagdo as supridas com N-mineral in-
dicou crescimento superior das 4ltimas, com No; ou NHZ. Poxr-
tanto, o aumento da taxa fotossintética foi utilizado para
maior fixagdo e assimilagao do N, pelas plantas noduladas.

Segundo FINKE et al. (1982), plantas de soja fi-
xando N, perderam 25% da fotossintese 1liquida diaria, pela
perda de carbono através do sistema de respiragio das rai-
zes, enquanto plantaé nao-noduladas em presenga de NOS per-
deram 16%, o que levou as primeiras a respirar uma taxa

maior de carbono por mol de N incorporado.
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Outra hipotese direcionada ao maior requerimento
de energia por planta nodulada dependente de Nz de fixagao,
é gque a energia consumida pelos processos assimilatdrios de
N-mineral pode levar a uma diminuigdo da disponibilidade de
fotossintatos para o processo de fixagao de N,.

De acordo com esta hipdtese, WONG (1980) encon-
trou que a inibigdo da fixagdo de N, em lentilha pelo No;
(15mM) foi eliminada com a adigd3o de carboidrato 75M (fru-
tose, glucose ou sacarose).

NOEL et al. (1982) também naoc verificaram redu-
gao da atividade de nitrogenase em nodulos destacados de so-
ja quando tratados com Nog junto com uma fonte de carboldra-
to, ratificando a hipdtese da diminuigao da disponibilida-
de de fotossintato nos nddulos gquando leguminosas sao expos-—

tas a N exdgeno.

3,2.5. OUTROS FATORES

Nutriente no solo € outro fator importante no
processo de nodulacao e atividade do nodulo. Segundo SICH-
MANN (1977), calagem e adubagao fosfatada juntas tém efeito
benéfico sobre nodulagao.

ATHATDE et al. (1984) verificaram gue Zn e Mo fa-
voreceram a formagao de maior nimero de nddulocs, em plantas
de feijdo inoculadas e suplementadas com fosforo e potassio,
ocasionando o aumento de 30% na inoculagao, maior peso seco
de nddulos e parte aérea, e produgao superior de graos, em

relagcao a plantas sem os micronutrientes.
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GATES & MULLER (1979) relataram o crescimento de
nédulos em plantas de soja entre florescimento e enchimento
de vagem, com alta resposta a P ou 5, mas sem interagao, que
ocorreu apenas na maturidade, sendo a interagao P x § a mais
importante. A N x S ocorreu porgue N prejudicou a nodulagao
mas foi neutralizado por altos niveis de S. Houve pouca ten-
déncia para N x P interagirem.

0 efeito de sombreamento afetando nodulagao e
nitrogenase foi estudado por TRANG & GIDDENS (1980). Relata-
ram que sombreamento diminuiu matéria seca, conteudo de N,
carboidrato estrutural e niimero de peso nodular. Todavia, a
atividade total de redugdo de acetileno resultou maior nas
plantas com 18% de sombreamento, devido a tendéncia de com—
pensagao da redugdo em tamanho e nimero de nodulos, pela
maior eficiéncia quanto menor o nddulo por unidade de peso.
Pela aplicagao dé N-fertilizante e variagao de temperatura
de 15 a 30°C, verificaram que a nodulagac foi negativamente
correlacionada com N aplicado, mas nao com tratamento de
temperatura.

ATKINS et al. (1984a) relataram que plantulas de
caupi inoculadas, com sistema de raiz mantido em Ar:0, (80:
20, v/v), durante desenvolvimento inicial do nodulo, compa-
radas aquelas com sistema radicular em ar, mostraram defi-
ciéneia de N com inibicao do crescimento e redugao nas fo-
lhas da enzima fotossintética ribulose-l,5~difosfato carbo-
xilase, proteina total e clorofila, efeitos esses também en-—
contrados por DUKE et al. (1979) para baixas temperaturas.

O fornecimento de pequenas guantidades de No; (0,1 a 0,2m),
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neutralizou a deficiéncié rde N sobre o crescimento nodular,
mas nao o. subsegliente efeito degenerativo do tratamento
Ar:0, sobre estrutura e sanesééncia nodular.

0 herbicida Trifluralin, segundo MACEDO et al.
(1986), aplicado em soja na dose de 2,4 l/ha em pré-plantio,
prejudicou a nodulagdo quanto ao nimero de ndédulos, mas au-
mentou o peso especifico dos mesmos, nac afetando o  rendi-
mento em Ygraos.

0 fungicida Captan foi relatado compativel com
inoculante na forma granulada em semente de Medicago sgativa
por PIANTANIDA et al. (1986), resultando na produgac de pe-
so seco de forragem superior & obtida com aplicagao do fun-—
gicida em semente inoculada da forma convencional, com ino-

culante na forma de fluido.

4, OBJETIVOS

Absorgao, assimilagdo e transporte de N tém si-
do amplamente estudado em plantas (PATE, 1973; HEWITT, 1975;
MIFLIN & LEA, 1976; LEA & MIFLIN, 1980). O fluxo de translo-
cagio pelos vasos do xilema & reconhecido como o principal
meio de t:fansporte do nitrogenio da raiz para parte aérea
(BOLLARD, 1960). Por exame da seiva podemos obter informa-
goes qualitativas e quantitativas acerca da atividade de as-
similagao da raiz pelo tipo de composto nitrogenado enviado
a parte aérea.

Plantas nao-noduladas e cultivadas na  presenga
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de WO, continham baixos niveis de ureideos, e o aminoacido
asparagina foi a principal forma de nitrogénio presente nas
vias de transporte, existindo uma correlagao entre o nivel
de ureldeo relativo a outras formas de nitrogénio encontra-
das na seiva do xilema e a taxa de fixagdo de nitrogénio
(McCLURE & ISRAEL, 1979; McCLURE et al., 1980; PATE et al.,

1980). Esta proporgaoc de ureideos foi relatada ter potencial
cono parametro para avaliar a fixagao de nitrogénio em plan-

tas no campce {HERRIDGE, 1982).

| No caso do suprimento de NHZ, nac havia na épo~

ca em que fol iniciado este estudo, informag&es exatas guan-

to &s formas de nitrogénio translocadas em plantas inocula-

das. FUJIHARA et al. (1977) verificaram gque © NHZ adicio~-

nado a plantas noduladas resultou num aumento dos niveis de

certos aminoacidos e ureideos encontrados em folhas.

THOMAS et al. (1979) observaram altos niveis de
ureideos na seiva do xilema de plantas nao-noduladas de Pha-
seolus cultivadas com NHZ' Por outro lado, plantas de soja
noduladas e incubadas com lSNHB incorporaram pouco 15N em
ureideos (FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1978), e foi evidenciado gue
o NHZ foi assimilado por caminhos diferentes em nodulos e
raizes (OHYAMA & KUMAZAWA, 1979).

A inibigao da fixagao de N, pelo N do solo & un
fator limitante para o processo bioldgico de fixagao de N,
por leguminosas em simbiose com bactérias. Melhor compreen-~
sio desse fendmenoc é importante para fornecer subsidios para

pesquisa visando ds causas da inibigao. Esta ocasiocna, além

da necessidade do suprimento de N-mineral ao solo, © gasto



42

de N-residual que poderia ser utilizado por cultura subse-
gliente.

O objetivo do trabalho foi investigar a influén-
cia de fontes nitrogenadas (NOS ] NH:) sobre a composicac da
seiva do xilema em soja nodulada e nao nodulada, visando a
melhor compreensdo do funcionamento dessas fontes externas

de nitrogénio.
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MATERIAL E METODOS

1. MaTeriaL VEGETAL

As plantas de soja (Glyeine maz (L.) Merril "San-
ta Rosa") foram cultivadas em casa de vegetagao em condigoes
naturais de luz e temperatura entre os meses de setembro e
maio. Como a cultivar estudada & uma planta de dia curto, flo-
resce mais rapidamente quando recebe iluminagao por um perio-
do inferior a certo nimero de horas por dia, foi realizada a
indugdo ou inibigao da floragao. No estadio da primeira folha
trifoliolada, durante quatro dias, as plantas que cresceram
nos fotoperiodos mais longos (verao), foram expostas a  nove
horas de luz didria para a indugao da floragao. As plantas
que cresceram na época de fotoperiodo mais curto (inverno) fo-

ram expostas, ateé atingirem o estadio da primeira folha tri-

foliolada, a luz suplementar incandescente até a meia-noite ,
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para atrasar a 7floragéo. As sementes foram este~
rilizadas em solugio de HgCl 0,1% por trés minutos, lavadas
com agua destilada e germinadas nos proprios vasos, de 3 li-
tros, utilizados para plantio com vermiculita previamente
lavada para evitar problemas de toxicidade.

Foi feita a raleag¢ao para duas plantas por vaso,
pouco antes da inoculagao, cerca de duas semanas pos—
plantio. A inoculagao foi realizada colocando-se 2ml por va-
so, de uma suspensao de cultura de bacterias da estirpe SMS
65 da espécie Rhizobium japonieum, fornecida pela Secao de
Microbiologia do Solo do Instituto AgronOmico de Campinas.

Com a expansao das folhas cotiledonares, além do
fornecimento de Agua, sempre gue necessario, iniciou-se el
suprimento de 250 ml de solugac nutritiva duas vezes por se-
mana. De acordo com o tratamento, foram utilizadas as se-
guintes solugoes: sem nitrogénioc (-N), e com nitrato (NOS)
e com amonia (NH:), as quais diferiram entre si apenas na

composigao em macronutrientes, a saber:

Macronutrientes (concentragao final)

Solucoes nutritivas

—h1it ] - " +
"N "NO," NH
KH2P04 1mM K32P04 1mM KH2P04 ImM
K2804 2mM KN03 5mM K2804 2mM
Mg.SO4.7H20 2mM Ca(NO3)2.4H20 SmM CaSO4.2H20 2,5mM
CasO,.2H,0  2,5mM MgSO0, . 7H,0 2mM MgSO,.7H,0 2mM

(NH4)ZSO4 10mM
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Fe-EDTA (1ml/1)

FeSO4.7H20 0,64 : (27% EDTA 1M : 73% KOH 1N)

Micronutrientses {1ml/1l)

H3BO3 2,86mg/1
MnCl.4H20 1,8lmg/1
ZnSO4.7H20 0,22mg/1
CusO,.5H,0 0,08rg/1
H2M04'. H,0 0,02ng/1

De acordo com ¢ experimento, ou as plantas foram
cultivadas apenas com a_solugﬁo deficiente em N {para pernmi-
tir a nodulagdo), e na época da floragao (nodulagao plena)
submetidas aos tratamentos com as solugoes contendo Nog ou
NHZ (normalmente durante sete dias), ou foram tratadas com
uma dessas trés solucgoes desde o inicio. Estes detalhes sao
apresentados em Resultados. A figura 4 ilustra o aspecto ge-

ral das plantas antes da floragao.

2. CoLETA DE MATERIAL

2.1, COLETA DE SEIVA DE XILEMA

A seiva do xilema foi coletada de acordo com Mc—
CLURE et al. (1980}, das 12 as 15 horas. Meia hora antes do

corte do caule, molhou-se a planta com 500 ml da solugao nu-



Figura 4. Aspecto geral das piantas antes da floragé'.o.
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tritiva cuja composigao variou de acordo com o tratamento. O
caule ﬁoi cortado com uma l3mina imediatamente acima do nd
cotiledonar. O exsudato foi coletado por capilaridade, en-
costando-se a pipeta capilar sobre o vaso do xilema corta-
'do, ligeiramente inclinada, de maneira a facilitar a capta-
¢ao da seiva (Figura 5). A cada 0,01 ml de seiva coletada
pela pipeta, expeliu-se aquela em frasco conservado no gelo.
Procedeu-se a coleta durante meia hora, sendo os frascos ar-

mazenados a -18°C.

2.2. COLETA DE SEIVA DE FLOEMA

A seiva do floema (do fruto) foi coletado segun-
do FELLOWS et al. (1978). Cortou-se a extremidade final da
vagem dentro de uma solugao de EDTA 20 mM, pH 7,0 para evi-
tar fechamento dos vasos, e introduziu-se o final cortado da
vagem em um frasco com 2 ml de solugao de EDTA similar para
o recolhimento da seiva, por trés horas, nao se destacando a

vagem da planta. A solugao foi guardada a -18°¢c.
3.  PrepArO DOS EXTRATOS DE FoLHA, HASTE E VAGEM

A extragao do material para as anilises de mi-
' cromoléculas efetuou-se de acordo com a metodologia de RENA
& MASCIOTTI (1976). Logo apds destacado, o material vegetal
foi picado e colocado em frasco com 100 ml de solugao de
metanol-clorofdrmio-agua, 12:5:1 (v/v/v) e guardado a -18%%.

O material foi homogeneizado através de aparelho tipo Virtis



Figura 5.

Aspecto da coleta de seiva de xilema,

com McCLURE et al. (198Q).

de
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acordo
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e o extrato, separado do residuc por centrifugacao a 4.500
rpm por 10 minutos, foi agitado com 2,3 ml de clorofdrmio e
3,3 ml de HZO destilada para cada 6 ml de extrato, em funil
de separagdo. A por¢ac aguosa {Hzo—metanol), contendo os
ureideos, aminodcidos livres e outras micromoléculas, foi
separada da porcao solvente (clorofdrmio) contendo clorofila

e lipideos, coletada e diluida em baldo volumétrico de 50 ml.
4,  ANALISE

4,1. AMINOACIDOS

a) Aminoacidos livres totais

Foram dosados de acordo com YEMM & COCKING
(1955), por reagao colorimétrica com ninidrina, baseada na
producao estequiométrica quantitativa da dioxohidrindilidena
-dioxohidrindamina (DYDA), pigmento pilirpura. Pela reagao da
ninidrina com todos os aminoacidos e peptideos que apresen-
tam um a-amino grupo livre, ocorre produgao de pigmento plr-
pura. Na prolina e hidroxiprolina, em que o a-aminogrupo e
gubstituido, o derivado produzido tem cor amarela (Figura 6).

para analise de seiva de xilema, diluiu-se ini-
cialmente cerca de cem vezes o extrato para se obter cerca
de 0,1 micromol de aminoacidos por mililitro, enguanto para
seiva de floema tomou-se a aliquota de 0,5 ml da solugao de
2 ml do extrato com EDTA. Para analise de haste, folha e va-

gem, usaram-se aliquotas de 1 ml da porgao aguosa contendo
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Figura 6. Reacgdes envolvidas na determinagdo de aminodci-

dos {(LEHNINGER, 1976).
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os aminoacidos livres.

De acordo com a marcha analitica, em um tubo de
ensaio com tampa rosquedvel, foi colocado 1 ml de solugdo de
amostra, adicionado de 0,5ml de tampao citrato pH 5,0 (0,2M)
0,2 ml de ninidrina 5% em metilcelussolve e 1,0 ml de ciane~
to de potéssio (2% v/v KCN 0,01lM em metilcelussolve). O tubo
foi rosgueado e aquecido a 100°¢ por 20 minutos. Apds res-
friamento, seu volume foi completado para 4,0 ml com etanol
60%, e a leitura feita a 570 nm dentro de uma hora. O "bran-
co" foli preparado pela mesma marcha analitica, contendo H, 0
em vez de amostra. Igual procedimento foi realizado para ali
_quotas de solugdo padrao de leucina com concentracdes va-

riando de 0,025 a 0,626 micromol.ml !

, obtendo-se a reta
Yy = 0,297X - 0,002, onde Y & a concentragdo de aminodcidos e
X, a leitura de absorbancia, sendo o coeficiente da correla-

gdo, r igual a 0,985.
b) Composigao de aminoacidos

A composig§0 de anminoacidos, em algumas amostras
especificas, foi determinadé pelo analisador de aminoacidos
Hitachi-Perkin-Elmer modelo KLA-3b, utilizando o principio
descrito por SPACKMAN et al. (1958), porém com resina e tam-
poes para troca de ligantes (PERKIN-ELMER, 1969, 1971), uti-
lizando zinco como metal complexante de aminoacidos. Apli-
cou-se cerca de 0,15 ml de seiva bruta de xilema diluido no
dobro do volume com tampac pH 3,l. A identificagaoc e gquanti-

ficagao dos aminodcidos separados por esta técnica foi rea-~

-
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lizada através de comparagdo com padroes.

4,2, UREIDEOS

Ureideos foram dosados de acordo com TRIJBELS &
VOGELS (1966), por método colorimétrico que estima a reagao
do derivado de hidrazina com o ferricianeto de potassio ,
K FeCNg. O derivado de hidrazina & formado pela hidrdlise
Zeida do ureldeo Acido em uréia mais Acido glioxilico. O ou-
tro ureideo, alantoina, & transformado em Acido alantoico
por hidrdlise basica. A segliéncia de reagoes seguida neste
método & apresentada na figura 7.

De acordo com a marcha analitica, em um tubo de
ensajlo foi colocado 1 ml de solugao de amostra contendo de
0,02 a 0;38 micromol alantoina. A seguir, adicioncu-se 0,2ml
de NaOH 0,5N e aqueceu-se por 8,5 minutos em banho-maria a
100°c (hidrdlise basica). Apos esfriamento, adicionou-se
.0,2 ml de HCl 0,65N, agitou-se e acrescentou-se 0,2 ml de
fenilidrazina, CGHSNH.NH2 0,33%. Agueceu—-se em banho-maria
(100°C) por dois minutos (hidrdlise acida), esfriando-se ime
diatamente em banho de gelo e fez-se a reagdo de coloragao
com adig¢@o de 0,8 ml de HCl concentrado e 0,2 ml de solugao
KBFe(CN)6 0,65%. Completou-se o volume do tubo para 3 ml e
procedeu-se 3 leitura da absorbi3ncia a 525 nm apos 10 minu-
tos, em relagao ao branco de mesma marcha analitica, com H,0
no lugar de amostra. O mesmo procedimento fol realizado para
aliquotas de solugdo padrao de alantoina com concentragoes

1

de 0,002 micromol.ml — a 0,140 micromol.ml—l, obtendo~se a

reta Y = 0,153X -~ 0,0002, onde Y & a concentragaoc de alan-
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Figura 7. ReacgOes envolvidas na determinagao de  ureldeos

(YOUNG & CONWAY, 1942).
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toina em umol.ml“l e X, a leitura de absorbdncia, sendo r
igual a 0,99.

Para as analises, tomou-se a aligquota de 1 ml
para a seiva do xilema diluida cem vezes e 1 ml para a por-
cao aquosa de haste, vagem e folha, enquanto para o floema

foi usado 0,5 ml da solucao de 2 ml de extrato com EDTA.

4,3, ACIDO ALANTOICO

Para analise do teor de Acido alantdico na seiva
do xilema, utilizou-se a mesma marcha anallitica descrita pa-
ra ureldeos, porém sem o tratamento inicial de extrato com
NaOH 0,5N, de transformagdo da alantoina em acido alantdico,
sendo avaliado somente o teor de &cido alantdico nas amos-

tras.

4.4, ALANTOINA

0 teor de alantoina fol avaliado por  diferenca

entre os teores de ureldeos totais e acido alantdico.

4,5, NH; E NO3

As determinagoes de NH: e NOS foram  realizadas
na seiva do xilema, de acordo com, respectivamente, McCUL~

LOUGH (1967) e CATALDO et al. (1975).
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4.,5.1. ANALISE DE NHy

Amdnia foi analisada pela formagao do composto
colorido azul-de-indofencl. Em um tubo de ensaio, a cada
0,02 ml de seiva diluida com 0,08 ml de H,0 destilada, adi-

cionou-se para deproteinacao, 0,05 ml H,SO

,S0, 1M e 0,05 ml

de tungstato de sodio 10%. Para ocorrer a reagao colorimé-
trica, 1 ml do reagente I e 1 ml do reagente II foram adi-
cionados com agitacdo, 3 temperatura de 37°C por 35 minutos.

A leitura de absorbancia foi feita a 625 nm em
relacao ao "branco" de mesma marcha analitica, com H,0 no
lugar de amostra. O reagente I consistiu na soluqéo aguosa
de 10 g de fenol mais 50 mg de nitroprussiato de sodio por
1itro, e o reagente II, na solugado aquosa de 5 g NaOH mais
53,7 g de Na2HP04.12320 mais 10 ml de NaOCl (10-143%Cl) por
litro. Para a curva-padrdo, foi utilizada a solugao de
(NH4)2504 nas concentragoes de 0,006 a 0,117 umol de NH, .
que originou a reta Y = 0,0917X + 0,0068, onde Y & a concen-

1

tragio am umol.ml_ de NH3 e X, a absorbancia, sendo r igual

a 0,992.

4,5,2, ANALISE DE NO,

0 NO, fol analisado pela formagao do crombforo
proveniente da nitrag@o do &cido salicilico sob condigoes al-
tamente acidas. Em um tubo de ensaio, a cada 0,02 ml de sei-
va, foi adicionado com agitagao 0,2 nml de acido salicilico-
dcido sulflrico 5% (peso/volume), seguido por repousc duran-

te 20 minutos a temperatura ambiente. Adicionaram-se a



56

seguir 3 ml de NaOH 2N, sendo feita a leitura a 410 nm em
relagao ao "branco". Para a curva-padrao, utilizou-se a so-
lugdo de RNO, nas concentragces de 0,0032 a 0,806 umol de
NO-, gue originou a reta Y = -0,03022 + 0,0825X, onde Y é a
concentraqéo de pmol.ml-l de NOE e X, a absorbancia, sendo

r igual a 0,996.

4.6. NITROGENASE

A atividade da enzima fixadora do nitrogénio at-
mosférico foi dosada pela técnica de redugao de  acetileno,
de acordo com HARDY et al. (1968). O sistema radicular das
plantas foi destacado, agitado até livre de vermiculita e
colocado dentro de um frasco de soro de 700 ml, com tampo de
borracha. Foram introduzidos no frasco 40 ml de acetilenc e
retiradas amostras de 0,5 ml a cada 15 minutos (até duas ho-
ras), por meio de seringa, e analisadas por cromatografia ga-
sosa para determinar a guantidade de etileno formada. O cro-—
matdgrafo a gads utilizado nas andlises foi da marca Varian
modelo 2440D, equipado com detector de ionizagao de chama e
coluna de Porapak T, 100-200 mesh, de 0,2 x 100 cm. As con-
digoes de temperaturas do injetor, detetor e coluna foram de
130, 180 e 110°C e vasdes de 40 ml/min, 1.600 ml/min e 30
ml/min, para o H,, ar e N, respectivamente.

Para o cadlculo da concentragao do acetileno re-
duzido no tempo de uma hora, dividiu-se a altura do pico de
etileno obtido apds incubagdo do acetileno com as ralzes por

uma hora, pela altura do pico de 500 ppm do padrao etileno
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(02H4), e multiplicou~se pelo nimero de micromols correspon-

dente aos 500 ppm do etileno em 350 ml de volunme gasoso, ou

seja,
altura plco C2H4 350
Y = X n? micromol 500 ppm C234 X -
altura pico 500 ppm 700
CaHy

onde ¥ & igual ao numero de micromoles de acetileno reduzi-

do por duas plantas em uma hora.

4,7. NODULOS

Foi feita a contagem e pesagem dos ndodulos des-
tacados de plantas submetidas aos tratamentos N,, No; e NHZ
para andlise de nlimero e peso seco de nodulos. Estes  foram

secos a lGSOC durante 24 horas.

4,8, ESTATISTICA

- Foram realizadas as andlises de variancia de
acordo com GOMES (1977}, pelo delineamento inteiramente ca-
sualizado. No terceiro experimento, foi feita a analise de
grupos de experimentos, sendo considerados os dois tratamen-
tos em seis épocas para o teor de NHZ, uma vez que a relagao
entre o maior e o menor quadrado médio residual nao foi
maior que guatro vezes. O teste de Tukey fol aplicado ao ni-

vel de 5%.
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RESULTADOS

1. PranTtas CuLtivapas com N MINERAL

Foi realizado um cultivo de soja para verificar
a agao de trés fontes diferentes de N, ou seja, No;, NH: e
N-atmosférico, na nodulagao e atividade da nitrogenaée. Tal
estudo foi efetuado através das analises apresentadas no
quadro 1, relativas ao niimero e peso seco de nddulos, taxa
de reducao de acetileno na época do florescimento, teor de
ureldeos e aminodcidos de seiva do xilema. Os resultados de
quatro repeticoes por tratamento sdo dados em mg de nddulo,
micromeol de C2H4.h-l, planta—l, pmol élantoina.ml_l e umol
de leucina.ml-l.
| A total auséncia de nddulos em plantas cultiva-

das desde o inicio do desenvolvimento com No; {Quadro 1) de-

monstra claramente que esta forma de nitrogénio inibe-~lhes a
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formagao. Na presenga de NHZ, também houve inibigao da nodu-
lagdo, embora as plantas tenham apresentado nodulagao equi-
valente a um tergo da observada na auséncia de nitrogénio
mineral. A taxa de redugao de acetileno apresentada pelo
sistema radicular variou de acordo com o grau de nodulagao,
ou seja, foi maior na auséncia de N mineral e menor na pre-
senga do nitrato. Os valores encontrados para os teores de
acetileno (Y) em relagao ao tempo (X), forneceram as retas e
os coeficientes de regressio para os tratamentos Ny Nog e

NHZ seguintes:

Tratamento N,: ¥ = 0,096X; - 0,082 (ri = 0,985); ¥, =0,152%,

-1,142 (rg = 0,968); ¥, = 0,151X; - 1,014 (r§ = 0,981); ¥, =

3

0,139, - 1,318 (xi = 0,979);

4

Tratamento N03: Y1

0,063, - 0,571 (rg = 0,876); Y

= 0,079%, - 0,231 (ri = 0,966) ; Y

WM N

3= 0,056X3 - 0,131 (r

0,992): Y, = 0,038x, + 0,133 (ri = 0,983);
+ = e 2 = “ =
Tratamento NH,: Y, = 0,0007X, + 0,113 {rl 0,730); Y,

-0,0032X., + 0,140 (rg = 0,980); Y, = -0,0008X

2 3 3

+ 0,150 (rg =
0,920); ¥, = 0,0010%, + 0,088 (ri = 0,088) . |

0 teor de ureideos na seiva do xilema foi signi-
ficativamente maior, cerca de dez vezes, nas plantas depen-
dentes da fixacdo de nitrogénio atmosférico como fonte de
nitrogénio em relagao as tratadas com nitrogénio mineral.
Os teores verificados nos tratamentos com adigiao de  nitro-
génio nao foram significativamente diferentes. 0 teor . de
aminoacidos do xilema de plantas cultivadas com wo; fol se-

melhante ao de plantas utilizando nitrogenio atmosférico,
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Quadro 1. Média do nimero e peso seco de nddulos, taxa de
reducao de acetileno e teor de ureldeos e ami-
noacidos da seiva do xilema de plantas de soja
com 66 dias, inoculadas com a estirpe eficiente
SMS 65 e cultivadas com solugao =N, NOS e NH: du-
rante degsenvolvinmento.

Fonte Numero Peso seco Acetilenc Teor Teor

de N nddule  nddulo reduzido ureideo aminoacido

mg umol.h:i. umol.m1 ™t umol.m1"1
planta
- (1}

NO, 0 0 0,17¢ 1,230 6,94°

NH; 55 120 8,77° 1,64° 9,502

N, 155 333 14,89° 12,722 6,82°

(l) Letras iguais indicam diferencas nao significativas

(p < 0:05) -
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enquanto o das plantas que receberam NH: fol significativa-

mente mais elevado.

2. PuanTas NobpurAapAs TraTaDpas coM N MINERAL

0 experimento anterior demonstra uma forte ini-
bigcao de N mineral sobre a no&ulaqéo e, consegqlientemente, a
fixacdao do nitrogénio atmosférico. Para verificar o efeito
destas fontes minerais sobre a atividade do nddulo, foli ne-
cessirio cultivar as plantas em solugao nutritiva sem N para
permitir uma nodulacao completa, para depois iniciar os tra-
tamentos com diferentes fontes de N.

£ desconhecido o tempo necessirio para que o NOg
ou NHZ possa exercer seu efeito maximo sobre o nddulo. Ini-
cialmente, portanto, foi necessario verificar a agéq do Nog
e NH: sobre plantas noduladas com relagac a4 duragiao da apli-
cagao em termos de teor de ureideos e aminodcidos em  exsu-
datos de-xilema, coletados seqftencialmente durante nove dias
apds inicio do tratamento com N mineral. Os resultados de
quatro repeticgoes sdo apresentadqs na figura 8.

Quedas nos niveis de ureldeos podem ser observa-
das desde o primeiro dia de aplicagao de NG; ou NH:. As mu-
dangas mais acentuadas continuaram até aproximadamente o}
terceiro dia, seguidas por decréscimos menores. Os niveis de
aminodcidos permaneceram mais ou menos constantes no trata-
mento No;, enquanto mais que dobraram no NHZ, sendo que este
aumento também ocorreu nos trés primeiros dias. Em termos ge-

rais, os dados estao de acordo com o experimento anterior,ou
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inicio do tratamento com N mineral.
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seja, ocorre uma diminuicao do teor de ureideos na presenga
de nitrogénio minera1 e elevagdo do nivel de aminoacidos na
presenca de NHI.

Em fungdo dos efeitos claros de NO, e NH: sobre
a composic¢ao do xilema, foram realizadas andlises mais deta-
lhadas com relacao aos compostos nitrogenados ali presentes.
Como a medida de ureideos totais representa a soma das con-
centragdes de dois componentes, o dcido alantdico e a alan-
toina (THOMAS & SCHRADER, 1981b), era interessante verificar
a natureza da queda acentuada de ureldeos nos tratamentos
No; e NHI em termos desses componentes., Com esse objetivo,
foram feitas as andlises de alantolna e Acido alantdico com
determinadas amostras utilizadas na figura 8, & que se en-
contram no quadro 2; tais anilises foram feitas na seiva re-
sultante da mistura de todas as repetigoes por dia de coleta
(0, 1, 3 e 7 dtas) para cada tratamento.

Verifica—-se, por esse quadro, que o acido alan-
toico correspondeu a cerca de 70 a %90% do urefdeo total com
tratamento No; e de 70 a 80% com tratamento NHZ, ou seja, o
dcido alantdico foi percentualmente maior que a  alantolna,
confirmando os dados de literatura (McCLURE & ISRAEL, 1979;
THOMAS et af., 1979; SCHUBERT, 1981). Verifica-se ailnda, que
ocorreu uma queda maior em alantoina. Antes de iniciar oS
tratamentos com Nog ou NHZ, a porcentagem de ureideos | na
forma de acldo alantdico situava-se em torno de 70%, enquan-
to com trés dias de tratamento com No; ou NHZ, ela se elevou
para cerca de 90 e 80% respectivamente.

Aléem dos compostos nitrogenados organicos, foram
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Quadro 2. Teor de alantoina e acido alantdico de seiva de
xilema de plantas de soja inoculadas com a estir-
pe eficiente SMS 65, cultivadas em solugao de -N

e tratadas com solugdo NHz e NOE aos 67 dias.

= ¥
NO3 NH4
Dias Kcido Kcido
Alantoina alantoico Alantoina alantoico
umol.ml™} (%total) umol.ml'l (2total)
0 4,63 10,44(69,3) 5,09 11,48(69,3)
1l 2,22 6,27(73,9) 4,77 7,03(59,6)
3 0,47 4,20(89,9) 1,12 5,15(82,1)

7 0,44 3,22(88,0) 1,03 3,96(79,4)
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realizadas analises do N-inorgdnico na forma dos Ions NHZ e

Nog, nas mesmas amostras da fiqura 8, e apresentadas no qua-
dro 3.

0 teor de nitrato no xilema, como se pode ver,
aumentou basicamente a partir do primeiro dia com o trata-
mento NO,, chegando a nivels cerca de 55 vezes o valor ini-
cial. Por outro lado, o tratamento NHZ mostrou pequenas va-
riagdes no nivel de No;, embora algumas significativas. Pa-
ra o teor do fon amdnia, praticamente ndao ocorreu variagao
com os tratamentos NOE e NH:, tendo apenas aumentado signi-
ficativamente no Qltimo dia com tratamento NHZ. Esses resul-
tados indicaram a maior transferéncia do fon Nog aplicado as
ralzes e a parte aérea, em relagao ao Ion NH:, que  aparen-
temente fol incorporado em aminodcidos nas ralzes.

Para conhecimento do nivel de.importancia de ca-
da composto nitrogenado envolvido no transporte de N no xi-
lema, os dados foram transformados em porcentagem do N-total
(soma dos componentes), levando-se em conta o nimero de ato-
mos de N por mol de cada componente (p. ex.: ureideo, 4N ;
aminoacido, 2N). Tais dados se encontram.no quadro 4. Veri-
fica-se que os ureldeos s3o responsaveis por cerca de 80% do
tfansporte do N para a parte aérea em plantas dependentes da
fixagao de N, (dia 0), com cerca de 20% na forma de aminoa-

cidos, e apenas tragos de N03 e NHI. Apds aplicagao do N~

mineral, o N-ureideo diminuiu 64 e 61%, enquanto o N-aminoa-
cido aumentou 66 e 71% pela aplicagdo de No; e NH: respec-
tivamente. No caso do tratamento NOE, este aumento na impor-

tiancia de aminoacido no transporte de N decorre exclusiva~-
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Quadro 3. Teor de NHI e No; de seiva do xilema de plantas
de soja inoculadas com a estirpe eficiente SMS 65,
cultivadas em solugao ~N e tratadas com solugao
NHZ e N0; aos 67 dias. A coleta fol realizada a
0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias apds o inicio do tratamen-
to.

Tratamento NO, Tratamento NH+
3 4
Dias :
+ - + -
NH4 N03 NH4 N03
umol.mlml
(1)

0 0,58°¢ 0,07° 0,58°° 0,07°

1 0,49°¢ 4,702 0,84° 0,10°

3 0,44°¢ 3,842 0,72°¢ 0,22°°¢

5 0,61°¢ 3,19° 0,64°¢ 0,43%P

7 0,36 3,78°P 0,82° 0,542

9 0,38° 3,932 1,422 0,14°¢

(1) Letras iguais indicam diferengas n3o-significativas.
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mente na queda de urelideos, conforme figura 8. 0s niveis de
No;, apesar do grande aumento em plantas apds tratadas com
NOS, nao representam uma proporgao expressiva do N transpor-
tado, sendo cerca de 10% em média com valor mais alto de
14,5% no dia 9. A contribuigao de NHI, por outro lado, per-
maneceu muito baixa, numa faixa que nao ultrapassou 1,4%.

Para verificar a ocorréncia de variagao entre os
aminoicidos devida aos tratamentos de amonia ou nitrato, fo-
ram realizadas as analises pelo analisador de aminoacidos
das amostras correspondentes as coletas dos dias ¢ e 7 da
figura 6, e apresentadas no gquadro 5.

Esses dados indicam que a amida asparagina pre-
dominou, com os valores cerca de 62% do N-aminoacido total
para plantas dependentes de NZ atmosférico (dia 0), 70% em
plantas com aplicagao de No; e 85% em plantas com suprimento
de NH:. As demails porcentagens mais expressivas correspon-
deram a 24% de acido aspirtico, 9% de glutamina e 5% de 1li-
sina para plantas dependentes de N2 atmosférico, ou 20% dé
Acido aspartico e 3% para acido glutdmico, lisina e histidi-
na em plantas supridas com NOS, ou 7% de acido aspartico e
5% de glutamina para plantas con NH;. A asparagina junto com
o acido aspartico correspondeu de 86 a 93% do total de ami-
noacidos. O tratamento NHz aparentou percentualmente aumen-
tar a asparagina e diminuir o Acido aspartico, e o NO, dimi-

3
nuir a glutamina.

TWICBEME
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Analise quantitativa e qualitativa de  aminoa-
cldos da seiva do xilema de plantas de
soja inoculadas com a estirpe eficiente SMS
65, cultivadas em soluggo -N e tratadas com solu-
gao NH: e Nog aos 67 dias. As analises foram fei-

tas na seiva resultante da mistura de todas as

repeticbes por dia de coleta (0 e 7 dias) para ca

da tratamento e s3o expressas em umol.ml-lo de

seiva de xilema
Aminoicidos  Inicial Tratamento Nog Tratamento NHZ

0 dia 7 dias 7 dias
umol mels umol mol$s umol mols

Asn 0,288 62,5 0,447 70,6 1,819 85,5
Gln 0,041 8,9 0,005 0,8 0,110 5,2
Asp 0,111 24,0 0,124 19,6 0,160 7,5
Glu 0,020 3,2 0,012 ¢,6
Thr tr(l) tr tr
Ser tr tr
Ala tr
Gly tr tr
Val tr tr
Ile tr
Lys 0,021 4,6 0,020 3,2 0,026 1,2
His tr 0,017 2,7 tr
Desconhecida(,044 - 0,015 -
Amonia 0,089 - 0,104 - 0,205 -

(l) tr indica quantidade menor que 0,2 mol$
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3. PLANTAS NopuLADAs coM ESTIRPE EFICIENTE £ INEFICIENTE

Estabelecida a duragac do tratamento de plantas
noduladas com nitrogénio mineral, um guarto experimento foi
conduzido com plantas inoculadas com a estirpe eficiente SMS
65 e com a ineficiente 166 (LOPES et af., 1976); a  andlise
do exsudato foli feita no sétimo dia ap6s o inicio do trata-
mento com NOS e NHZ, na época da floragao. Foram incluidos
tratamentos com Nog e NHZ aplicados desde o inicio do plan-
tio, para fins de comparagao, e avaliada tambem a atividade
da nitrogenase nas plantas noduladas com a estirpe eficlen~-
te. No quadro 6 acham-se os resultados de quatro repetigées;
em pmol de alantoina ou leucina por ml do exsudato de seiva.

Pode-se observar que a associagac entre a produ-
¢do de ureldeos e a fixagdo de nitrogénio ficou claramente
demonstrada pelos dados obtidos com a estirpe eficiente, SMS
65, comparada com a ineficiente SMS 166. Embora o grau de
nodulagdo obtido com a Ultima fosse semelhante ao da estirpe
eficiente, ou seja, elas apresentaram massas nodulares res-
pectivas de 1,033mg (erro padrao da média de cerca de 68) e
1.431 (erro padraoc da média de cerca de 120), significativa-
mente nao diferentes, o nivel de urelideos fol extremamente
baixo em relacao ao encontrado para a estirpe eficiente.

A aplicagao de NHZ em plantas noduladas com am-
bas as estirpes provocou um aumento marcante nos niveis de
aminoacidos, superando até os encontrados em plantas culti-

vadas com NHZ desde o inicio.

0 Ion NH: causou uma diminuigdo na produgac de
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ureideo encontrado na seiva de plantas com estirpe eficien-
te, mas nao de forma tdao drastica como no caso do Nog (Qua-
dro 6). Essa diferenga entre NOS e NH: nao foi observada em

termos de inibigdo da nitrogenase. Os Ions No; e NHZ

inibi-~
ram a nitrogenase parcialmente e com intensidade seme-
lhante (diferencga nao—significativa). Assim sendo, a  maior
producdo de ureideos por raiz nodulada na presenga de NHZ
comparado com © No;, sugere que houve transformagao de uma
parcela do NH; assimilado em urgideos. Esta hipdtese parece
fortalecida pelos resultados obtidos com a estirpe inefi-
ciente, onde as plantas dependentes do nitrogénio atmosféri-

co produziram menos urelideos que as plantas com tratamento

+
4

mente assimilado em aminodcidos nas ralzes, e menor quanti-

NH , . Aparentemente, o© NH: retirado do meio externo & rapida-
dade transformada em ureldeos, provavelmente pelos nodulos.

O teor relativo de ureideos {ureldeos/urelideos +
aminoicidos) apresentou valor de 57% para plantas dependen-—
tes do nitrogénio atmosférico, enquanto nos tratamentos Nog
e NHZ ficou em torno de 20%. Embora os Indices para o NOS e
NH: tenham sido semelhantes, € importante ressaltar que o]
obtido com o NH; se deve ao alto teor de aminoacidos, e o
obtido com No;, ao baixo teor de ureideos.

Em uma repetigao do experimento anterior para ve-
rificar a agdo do NOS e NHZ por sete dias em plantas nodula-
das com a estirpe eficiente SMS 65, foram analisados, na
seiva do xilema, os teores de urefdeos, acido alantdico,alan

+ -

toina, NH, e NO, e aminoacidos.por colorimetria e pelo ana-

lisador de aminodcidos. Os resultados de oito repetigdes por
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tratamento sao apresentados nos quadros 7, 8, 9 e 10.
Verifica-se, pelo quadro 7, que, como anterior-
mente observado (Quadro 3), com aplicagao do tratamento No;
ocorreu grande aumento do teor do Ion NOS, enquanto o teor
do Nﬁ: permaneceu significativamente estavel. Com o trata~
mento NH:, o teor de nitrato ni3c aumentou, porém ocorreu um

pequeno acréscimo no Ion NH:, ndo significativo pelo  teste

+

de Tukey a 1%, indicando que a variagao do NH,

foli muito pe-
quena. |

O gquadro 8 corroborou os dados de inibigao do
ion Nog sobre os niveis de urelideos (Quadro 6). Embora neste
caso o efeito do NHI nao tenha sido significativo, aumentou
o teor de aminoacidos. A prevaléncia do acido alan-
tdico sobre a alantoina também ocorreu (Quadros 2 e 8), ten-—
do variado de 69% em plantas dependentes de N, atmosférico

para 67% com aplicagao do NBZ e para 77% com NO,, enquanto
nas plantas cultivadas exclusivamente com No; correspondeu
a 83%. Parece confirmada (Quadros 2 e 8) a ligeira tendéncia
de maior proporg¢ao de acido alantdico na presenga de N0;¢
Fazendo-se o teor relativo de ureldeos acrescido
do nitrato (ureideo/ureidec + aminoadcido + nitrato}, veri-
ficaram-se as mesmas tendéncias obtidas anteriormente {(Qua-
dro 6), isto €, que embora os Indices obtidos para os trata-
mentos Nog e NHZ tenham sido semelhantes, o com NHI se deve
a0 alto teor de aminodcidos e o com No;, ao baixo teor de
ureideos, evidenciando, ainda, as distorgoes desse valor na

presenca de NHI.

Ficou confirmado, pelo quadro 9, que a aplicagao



Quadro 7.
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3
culada com a estirpe eficiente SMS 65,

Teor de NHZ e NO, de seiva de xilema de soja ino-
cultivada

em solugao ~N {noduladas} e tratada com solugao

NH: e No; na eépoca de floragao (67 dias). A co~
leta fol realizada sete dias apds iniciar o tra-

tamento. Plantas do tratamento T-NH:

e T-NO; fo-
ram cultivadas com a respectiva fonte de nitrogé-

nio desde a sua inoculagao

Fonte de NH: NO;
nitrogénio
umc:)l..ml"1
+
T-NH - -
- (1)
T-NOj 0,31P 4,06
+
NH, 0,942 0,25
- b a
NOg 0,29 1,73
N, 0,57° 0,05C

{l) Letras iguais indicam diferengas

nao-significativas.
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Teor de aminoicidos, ureldeos, adcido alantdico e
alantoina de seiva de xilema de plantas de soja

inoculadas com a estirpe eficiente SMS 65, culti-

vadas em solugao -~N e tratadas com solugao NH: e

NO3

mento TMNH: e T*N03 foram cultivadas com a res-—

aos 67 dias por sete dias. Plantas do trata-

pectiva fonte de nitrogénio desde a sua inocula-

gao
Fonte yrefdeos Acido  nyantofna Aminodcidos _
de N alantéico Ur/ (Ur+AA+NO,)
umo:l..ml"'l %
+ el b
T—NH4 2,09 - - 10,92 - 16,1
r-Noo 2,15 1,78 0,37 b 1
- 3 I3 ’ I} 9;71 3,5
NH 15,782 10,56 5,22 19,502 44,4
- b b
N03 8,68 6,70 . 1,98 11,05 40,4
a b
Nz 15,81 10,96 4,85 8,69 64,4

(1) Letras iguais indicam diferengas nao-significativas.
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Quadro 9. Valores (%) do N total dos teores de ureideos,
aminoacidos, N0; e NHZ de seiva do xilema de
plantas de soja inoculadas com a estirpe eficien-
te SMS 65, cultivadas em solugao =N e tratadas
com solugao NH: e No; na época de floragao (70
dias). A coleta foi realizada sete dias apos ini-
ciar o tratamento. Plantas do tratamento T—NH: e
T-NO, foram cultivadas com a respectiva fonte de
nitrogénio desde a sua inoculagac (SMS 65)

Fonte Ureideos Aminoacidos Nog NH:

de N

+
T—N03 26;6 60'0 12,5 1,0
+

NH, 61,1 37,8 0,2 1,0

uog 59,0 37,6 2,9 ' 0,5

N 77,8 21,4 0,1 c,7
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do fon NO3 aumentou sensivelmente a proporgao de N-total
correspondente ao nitrato, em relagao ao aumento da propor-
cio de N-total de amdnia decorrente da aplicagdo de NH:, as-
sim como o fato de.que a proporq&o de N-total corresponden-
te aos ureideos diminuiu com a aplicagao do N-mineral, embo-
ra aumente o volume de N-total de amino3cidos. Além das ob-
servagoes ja citadas no quadro 4, neste experimento verifi-
cou~se que o comportamento da porcentagem de N-total corres-
pondente aos urelideos e aminodcidos quase nao se diferenciou
para ambos tratamentos Nog e NHZ (Quadro 9). Embora os valo-
res absolutos dos teores de ureideos e aminoacidos foram
maiores para © xilema de plantas submetidas ao tratamento
NH: em relacgao ao No; (Quadro'ﬂ), o valor em porcentagem de
N~-total para ambos tratamentos quase nao diferiu. Com apli-
cagao de N—No; e NfNH: o ureideo diminuiu, respectivamente,
24 e 22% enquanto o N-aminoacido aumentou 43% para ambos tra-
tamentos. Estes dados sao consequentes do fato de que o N-to-
tal correspondente a‘soma de N-aminoacido, N-ureideo, N-Nog

e N»NHZ, foi malor para plantas tratadas com NH: em relagao

as com No;.

Os dados sobre a composigao de.aminoécidos do
xilema confirmaram {Quadros 5 e 10) que a amida asparagina
é o aminoacido predominante, correspondendo a %0% do N-ami~
noacido total para plantas dependentes do N, atmosférico,85%
para plantas com aplicagao de NH;, 87% para as T—NH; (plan-
tas cultivadas em NH:), 76% para plantas com aplicagao de
NOS e 51% para as T»NOS (plantas cultivadas em No;}. As de-

mais porcentagens mais expressivas corresponderam a 5% de
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Acido aspartico, 3% de lisina e 1% de acido glutamico, nas
plantas dependentes de N2 atmosférico. Nas plantas com apli-
cagao de NOS, a 18% de acido aspartico, 4% de lisina e 2 %
de histidina. Nas plantas T-NO;, a 43% de dcido aspirtico,
3% de lisina, 2% de acido glutdmico e 1% de histidina. Nas
plantas com T—NH:, a 4% de glutamina, 4% de histidina, 2% de
acido aspartico, 2% de alanina e 1% de acido glutdmico. Nas
plantas com HH:, a 8% de glutamina, 4% de acido  aspartico,
1% de histidina, 1% de lisina, 1% de arginina, e 1% de acido
glutamico. Os resultados das testemunhas de N-mineral estao
de acordo com HAYNES & GOH (1978) de que as amidas sao en-
contradas em niveis maiores de plantas supridas com N—NHZ em
comparagao as em N-Nog. Verificou-se que nao houve corres—
pondéncia dos valores de plantas dependentes do N, atmosfé-
rico do quadro 5 em relaqao ao quadro 10, porém pareceu con-
firmada a tendéncia de o tratamento No; originar baixo teor de
glutamina e maior de acido aspirtico em relagao ao NHZ, que,
por sua vez, parece aumentar o teor de glutamina.

+

4, Tecipos pE PLaNTAs NopuLADAS TRATADAS coM NHL|

Embora os ureideos sejam encontrados em cada or-
gao de planta de soja (FUJIHARA, 1977), os principais sitios
de acimulo foram relatados comc sendo nos ramos e pontos de
crescimento (PATE et al., 1980; THOMAS ef af., 1980) ou pa-

redes de vagens em desenvolvimento (THOMAS & SCHRADER,198la;

+

YONEWAMA & ISHIZUKA, 1982). Para verificar a agdo do NH, em

plantas noduladas com relagao & seiva do floema e aos extra-
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tos de folha, caule e vagem, foram feitas as analises de
ureideos e aminoacidos nag amostras coletadas em soja inocu-
ladas com a estirpe eficiente SMS 65, cultivada em solugao
-N e tratada com solugao NHZ na época do florescimento. Os
dados, apresentados no guadro 11, correspondem a oito repe-
ticdes por tratamento, e pmol de alantoina ou leucina por
grama de peso fresco de tecido ou por solugao de floema em
2ml de EDTA.

Os dados correspondentes a folha e ac floema nao
indicaram diferengas no teor de ureldeos e aminoacidos, en-
guanto caule e vagem apresentaram diferengas significativas,
nao refletindo, porém, pelo menos até o sétimo dia de apli~-
cagao do N mineral, o decréscimo do teor de ureideos encon-
trado no xilema. Esses materiais indicaram nao serem adequa-
dos para verificagao de inibicao da nitrogenase pelo teor de

urelideo, concordando com PATE et af., (1980).
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DISCUSSAQ

Conhecendo-se a grande economia em fertilizantes
nitrogenados que O processo de fixagao de N2 possibilita, &
reconhecida a necessidade de melhor compreensao do funciona-
mento dos processos assimilatdrios em nddulos e ralzes na
presenga de Ions NOj e NH:.

Leguminosas noduladas como a soja possuem dois
processos assimilatdrios bem definidos na raiz: a redugdao e
assimilagdo do nitrato, e a fixagdo simbidtica do nitrogénio
atmosférico (localizado no ndédulo). Cada um desses processos
leva & formag@o de compostos caracterlsticos para o trans-
porte do N assimilado. No caso da fixagao de Ny, é geralmen-
te aceito que os ureideos sao produtos especificos do  pro-
cesso (FUJIHARA et af., 1977; MATSUMOTO et af., 1977a; OHY-
AMA & KUMAZAWA, 1979; SCHUBERT, 1981). Os dados obtidos nes-

te trabalho {(Quadro 6) também sao uma forte evidéncia. A
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quase total auséncia de ureideos no xilema de §lantas nodu-
ladas com uma estirpe de Rhizobium ineficiente, comparada
com os altos niveis encontrados com a estirpe eficiente, in-
dica que a fonte desses compostos & o processo de fixagao de
Nz. Além disso, os dados do quadro 6 demonstram que o Nog
inibe a fixagao de N, (redugao de acetileno) e, paralela-
mente, leva a uma diminuiga@o no nivel de ureldeos. Apesar da
evidente estreita relagdo entre a fixagdo de N, e a produgao
de urelideos, a formagio destes nao & exclusiva do processo
de fixagao. SCHUBERT (1981) sugeriu que, na fase inicial e
final de desenvolviménto nodular de soja, cuja fixagao de N2
& pequena, o catabolismo dos &cidos nucléicos pode ser res-—
ponsidvel por parte da sintese de ureldeos, justificando o
alto nivel de 58% do N-total encontrado em seiva de xilema
de planta com apenas doze dias pds-plantio. HERRIDGE (1982b),
por sua vez, encontrando altos niveis de ureldeos no eixo de
haste e raizes de plantas de soja cultivadas no campo, ainda

sem a formagao nodular, sugeriu a procedéncia ureidica a

-

3
suprido. Os dados do presente trabalho também evidenciaram

partir do N-amdnia assimilado pela absorgao e redugao do NO

que plantas livres de nddulos e cultivadas na  presenga
de Nog transportam ureideos, embora em pequenas gquantida-
des (Quadro 1), o que estd em concordancia com os de McCLURE
& ISRAEL (1979), PATE et af. (1980) e GOMES & SODEK (1982).

E conhecido gque os ureldeos produzidos em fungao
da fixagao de N, no nddulo sdo sintetizados fora dos bacterdi-

des,no citoplasma (WoO et al., 1980; SCHUBERT, 1981; REYNOLDS

et af., 1982; SHELP et al., 1983; ATKINS et af., 1984b). Des-
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ta forma, & possivel que a fixagao de N,, de forma desco-
nhecida, leva a um grande estimulo da biossintese de  urei-
deos nos tecidos vegetais, ou seja, o caminho ja existe e &
ativado por um componente da fixagao de N,.

Os dados do qguadro 1 confirmam o fato de que os
produtos da redugdo e assimilagao do No; sao os aminoacidos.
Entretanto, os aminod3cidos nao foram produtos apenas desse
processo, uma vez que plantas noduladas cultivadas na ausén-
cia de N-mineral, portanto totalmente dependentes de N, at-
mosférico, possuem quantidades de aminodcidos no xilema até
semelhantes aquelas cultivadas com Nog {Quadros 1, 6 e 8). A
conclusdo de que os aminoidcidos também sao produtos da fixa-
gao de N, (embora menos importante do que os ureideos) & re-
forgada pelos dados do guadro 6, que mostra um baixo nivel
de aminoacidos no xilema de plantas noduladas com estirpe
ineficiente. OHYAMA & KUMAZAWA (1979) verificaram que em no-
dulos supridos com 15N2 ocorreu um sistema seletivo de deri-
vagao dos compostos de N-soliivel, resultando em maior nivel
de ureideo e alguns aminodcidos em relagao aos compostos de-

15

rivados da absorgao do ~"NO, pelas ralzes, portanto, cons-

tatando a derivagao de aminoacidos da”figagao de N, .
Em resumo, as evidéncias disponiveis permlitem
afirmar que os ureideos sao produtos guase exclusivos do
processo de fixagao de N,, enquanto os aminoacidos sac pro-
dutos dos doils processos assimilatdrios.
Embora existam evidéncias na literatura de que a

fixagao de N, atmosférico esteja localizada nos nddulos (as-

gsociados no sistema radicular), o processo de redugaoc e as-
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similagao do NOS esta localizado tanto na parte aérea (£o~
lhas principalmente), como no sistema radicular. A importan-—
cia relativa dos sistemas foliar e radicular varia em fungao
da espécie e a disponibilidade do NO; (PATE, 1980). No caso
da soja, ja foi comprovado que o sistema radicular possul
certa capacidade para a assimilagao do NOS (OHYAMA & KUMAZA-
WA, 1979; CRAFTS-BRANDNER & HARPER, 1980; WONG & STENBERG,
1980; YONEYAMA & ISHIZUKA, 1982). 0s dados do trabalho evi-
denclaram certa capacidade por parte do sistema radicular em
assimilar NOS. 0 nivel deluog translocado no xilema de plan-
tas cultivadas com esse material & baixo em relagao ao N~
org&nico (tratamento T*NOS, Quadro 9). Supondo—-se que o© N;
organico represente os produtos do processo de assimilagao,
e o NOS, a fragao nao-processada, as plantas cultivadas com
NOS assimilam na prépria raiz cerca de 80% ou mais de No;
absorvido.

As estimativas da importancia relativa do sis-
tema radicular para a redugao e assimilagao de NO} sao vali-
das apenas para as condig¢des do experimento. Com diferentes
niveis de NOS as estimativas podem variar bastante (PATE et
al., 1980). Uma anilise dos dados da literatura revela gran-
de variagao quanto ao nivel de Nog transportado para a parte
aérea. SO no caso da soja, encontramos valores para a  por-
centagem de N do xilema em forma de No; de 23% (LAYZELL &
La RUE, 1982) a cerca de 60% (McCLURE & ISRAEL, 1979).

Outro dado que dembnstra claramente a alta capa-
cidade assimilatdria do sistema radicular & o grande aumento

em aminodcidos no xilema de plantas noduladas com a estirpe
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ineficiente apds tratamento com N03 {Quadro 6).

A influéncia de N-mineral sobre os dois proces-
sos de assimilagido foi bastante nitida, embora condigoes es-
pecliais fossem necegssarias para separar efeltos sobre a
nodulagd@o e processo de fixagao de\N2 por si. Em primeiro
lugar, cultivando simplesmente as plantas na presenga das
fontes de N-mineral em estudo acarretou forte inibigao do
processo de nodulagao. O Nog inibiu totalmente a formagao de
nddulos (Quadro 1). Este efeito.ja & bem conhecido (RAGGIO
et af., 1965; MUNNS, 1968; GIBSON & PAGAN, 1977; DAZZIO &
BRILL, 1978; HEICHEL & VANCE, 1979; COTTINGHAM & JONES, 1980;
WONG & STENBERG, 1980; HERRIDGE, 1982b), existindo uma rela-
¢ao entre o grau de inibigao e a concentragao aplicada (MAT-
SUMOTO et af., 1977b; HERRIDGE, 1982a). Normalmente, uma
concentragao de 10 a 15 mM e suficiente para suprimir total-
mente a nodulagao em leguminosas (MATSUMOTO el af., 1977b ;
HERRIDGE, 1982a), sendo de 15 mM a concentragdo de NO, pre-
sente na solugao nutritiva usada neste estudo.

0 ion NHZ também inibiu a nodulagao, aparente-
mente com eficiéncia um pouco menor do que © NOS (Quadro 1),
embora as condigdes do experimento nao permitam uma com-~
preensao estreita,'pr;ncipalmente porgue nao houve um con-
trole rigido da concehtraqﬁo dos Ions no meio.

A agao do efeito inibitdrio do nitrogénio na no-
dulagac ndo estad ainda esclarecida. Segundo WILSON &  FRED
(1939) o balanceamento da relagdo carboidrato-nitrogénio @&
que controla o sistema de fixagdo simbidtica, ou seja, o ni-

mero, tamanho e distribuigao dos nodulos e suas proprieda~
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des de simbiose. Portanto, ¢ efeito do N-combinado seria
exercido internamente sobre o tecido da planta. Os autores
consideram esta teoria mais completa gque a da disponibili~
dade de carboidrato, de ALLISON & LUDWIG (1936), pois apre-
ciam em apenas uma hipOtese, o suprimento de nitrogénio e
carboidrato. A inibigao da nodulagdo devida a deficiéncia de
carboidrato disponivel seria decorrente ao maior requerimen=
to de carbono para o balanceamento da relagao C:N guanto
maior o fornecimento de nitrogénio & planta.

Varias teorias contestam essa nogdoc de que o con-
telido de carboidrato de planta & correlacionado ao efeito do
nitrogénio sobre a formagao nodular. RAGGIO et af. (1965) em
experimento com sistema de raiz isolada gque permite a ali-
mentagao via interna pela base da raiz, ou externa, pelo
meio de cresciﬁento, verificaram que a inibigdo da nodulagao
ocorreu apenas quando o nitrato foi suprido externamente. A
alimentagao interna com nitrato em raiz suprida com carboi-
drato chegou a promover a nodulagao. Sugeriram, portanto,
que a inibigac do nitrato é exercida apenas sobre os rizd-
bios, enquanto a promogao & mediada pelo hospedeirc. Por sua
vez, HEICHEL & VANCE (1979) encontraram gque enquanto a nodu-
lagao diminuiu com o suprimento de nitrato, o contelido de
carboidrato total disponivel aumentou, tanto em pldntula de
alfafa nodulada, como na nao-nodulada. Nao encontraram  di-
ferengas suficientes entre o contelido de carboidrato  total
disponivel de planta nodulada em relagdo a de nao- nodulada,
para justificar gque a nodulagao tivesse sido mediada por car-~

boidratos solliveis armazenados.
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Considerando-se que a maioria dos rizobios re-
duzam nitrato a nitrito, decorre a teoria da agao inibitoria
do nitrato pela destruicio catalitica do adcido indol-3- acée-
tico (AIA) pelo nitrito (TANNER & ANDERSON, 1964). O nitri-
to foi relatado destruir o AIA (GEORGI & BEGUIN, 1939), que
por sua vez, fol considerado representar um fator para en-
curvamento radicular e crescimento das linhas de infecgdo e
iniciagao da divisdo celular levando a formagao nodular
(KEFFORD et al., 1960; MUNNS, 1968). A agao inibitoria do
nitrato & também relatada ser direta por MUNNS (1968), que
encontrou a interferéncia do nitrato diretamente na penetra-
gao do rizdbio na raiz, devido inibir as secregoes rizobiais
de formagdo, elongagdo e encurvamento das raizes radiculares.

Por outro lado, DAZZO & BRILL (1978) encontraram
que a inibigdo da infecgdo e nodulagac pelos Ions No; e NHZ
ocorreu em plantas de trevo inoculadas com o Rhizobium tri-
§oLii devido ao declinio na ligagdo do Rhizobium d&s ralzes
radiculares e nos niveis da lectina da planta, trifoliina,
sobre a superficie radicular. Portanto, os Ions de nitrogé-
nio interferiram no processo inicial de reconhecimento da

simbiose.

Para estudar o efeito direto do No; e NHI sobre
o processo de fixagao de N,, foi necessario cultivar as plan-
tas primeiro em condi¢des favoraveis 3 nodulagao, ou seja,na
auséncia de N-mineral, para entao aplicar esses Ionsds plan-
tas apds a nodulagdo plena. Dessa maneira, foi possivel rea-

lizar este estudo sem a complicagao de efeitos indiretos so-

bre a nodulagao.
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0Os dados apresentados nos quadros 1 e 6 demons-
tram que os Ions No; e NH; inibiram a nitrogenase (redugao
de acetileno) e diminuiram marcantemente o nivel de ureideos
na seiva, confirmando a iniﬁiqéo do N-mineral sobre a fixa-
cao.

A acdc do efeito inibitdrio do nitrato &€ ainda
bastante discutida. A hipotese da inibigac do nitrito forma-
do pela redugao do nitrato se baseia no fato de gue o nitri-
to reduz e oxida a leg~hemoglobina "in vitro", podendo im-
pedir a ligagao com o 0, e interferir com os processos de

fixagdo de N,. Essa viabilidade é discutida, pois varios

trabalhos com mutantes de Rh.izobium defectivos em nitrato re

dutase (NR) demonstraram continuar ocorrendo a diminuigao da
fixagao do N, (GIBSON & PAGAN, 13977; MANHART & WONG, 1980),
nao sendo detectado nitrito nos nodulos (STREETER, 1982), ou
em baixo nivel (STREETER, 1985a), embora tenha sido encon-
trada redugao substancial do nitrato, apesar da baixa ati-
vidade da NR (WARNER & KLEINHOFS, 1981).

Outro fator para explicar a inibigao da fixagao
de N, por N-mineral é a menor eficiéneia de assimilagao de
nitrogénio na forma de N, fixado em relagdo & de No; reduzi-
do. ATKINS el af. (1980) sugeriram gue raiz nodulada de cau-
pl em relagdao a nao-nodulada deva ter maior proporgao de
componentes ndo assimilatdrios da respiragao, perdendo mais
C como CO, na respiragao e necessitando de mais energia. Es-
se maior requerimento de energia se deveria ainda ao funcio-
namento nodular e ao maior gasto metabdlico, considerando-

se que parte do NO, agssimilado € reduzido fotossinteticamen-
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te na parte aérea em plantas n3o-noduladas. A maior eficién-
cia de assimilagao do Nog em relagao 3 fixagao de N, parece

ser comprovada pelo maior conteido de N-total em sementes de

3
1980), ou pela menor altura e nitrogénio do tecido vegetati-

plantas com maior suprimento de RO {COTTINGHAM & JONES,
vo, assim como menor semente em planta dependente de N sim-
bidtico (WYCH & RAINS, 1979). Ainda, enquanto nas nao-nodu-
ladas ocorreu maior crescimento com o aumento da taxa fotos-
sintética, nas noduladas ocorreu maior fixagao e assimilagao

do N. (BETHLENFALVAY & PHILLIPS, 1978), e menor perda da fo-

2
tossintese 1iquida diaria por plantas nio-noduladas em pre-
senga de NOS em relagao as noduladas (FINKE et af., 1982)}.

A supressdo da redugdo da fixagao de N, em plan-
tas na presenga de NOS pela adigao de carboidrato (WONG,
1980; NOEL et af., 1982), parece concordar com a hipotese de
que a energia consumida pelos_processos assimilatdorios de N-
mineral pode levar a uma diminuigao da disponibilidade de
fotossintatos para o processo de fixacgao de N,. STREETER
(1985b), por outro lado, ap0s suprir plantas controle de so-
ja {(com 2 mM de NOS) com 15 mM de NOE, por sete dias e apOs
com nenhum No;, nao encontrou, nos nodulos, diferencgas na
composicao de carboidrato entre os tratados e os controles,
embora tenha diminuido a atividade da nitrogenase das plan-
tas tratadas.

Até o presente momento, também nao se conhece a
acao do efeito inibitodrio do NHZ. O menor vigor e deficién-

cia de nitrogénio de soja nodulada em relagao a nao-nodula-

da dependente de NH, foi encontrado por MARCUS-WYNER & RAINS



9l

(1983). Esses autores sugeriram, porém, gue a menor absorgao
de NHj nas noduladas nao tenha ocorrido devido a mecanismos
de absorgdo, mas ao decréscimo na massa de raizes.
Por outro lado, BETHLENFALVAY & PHILLIPS (1978) encontraram
maior crescimento de plantas dependentes tanto de No; como
NH: com o aumento da taxa fotossintética. Assim, alem da me-
nor eficiéncia de assimilacgao de nitrogénio na forma de N

2
fixado em relagao & de NHZ, poderia ser sugerida a hipOtese
de que a energia consumida pelos processocs assimilatorios de
N-mineral levasse a uma diminuigao da disponibilidade de fo-
tossintato para o processo de fixagao de N, (NOEL et al.,
1982).

0s dados apresentados na figura 8 demonstram que
08 efeiltos de N-mineral sobre os processos agssimilatorios
avaliados através dos reflexos nos niveis dos seus produtos
encontrados no xilema, sdao sentidos, na maior parte, dentro
de trés dias ap0s a aplicagao ds plantas noduladas. Nos de-
mais experimentos, foi utilizado um periodo de sete dias en-
tre aplicagao e andlise.

Mudangas substanciais nos niveis de ureldeos ou
aminoadcidos foram observadas, conforme a natureza do mineral
aplicado. O No; levou a uma gqueda brusca no nivel de urel-
deos no xilema (Figura 8, Quadros 6 e 8), o que sugere forte
inibiqéo da nitrogenase. De fato, a taxa de redugéo de ace-
tileno diminul apds aplicagao de NOS (Quadro 6). Apesar da
forte inibicao da formagdao de ureideos, o nivel desses com-
postos em plantas noduladas com estirpe ineficiente foi um

pouco maior quando tratadas com No;, embora a diferenga nao
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tenha sido significativa. Outros autores (McCLURE & ISRAEL,
1979; PATE et af.,1980; HERRIDGE, 1982Db; GOMES, 1882 )
tém observado gque plantas nao noduladas cultivadas com

~ transportam mais ureldeos (embora o hivel absoluto seja

3
muito baixo). Um estudo com 15N03 demonstrou gque em soja

NO

uma pequena fragao desse ion pode ser reduzida no nodulo e,
subseqlientemente, incorporado em ureideos (OHYAMA & KUMAZA-
WA, 1979). Dessa forma, & possivel que.o No; de um lado ini—_
ba a nitrogenase e, de outro, estimule levemente a biossin-
tese de ureldeos dos tecidos vegetais.

0 Nog aparentemente nao acarretou mudangas sig-
nificativas em aminoadcidos no xilema {Figura 8, Quadros 6 e
8). A primeira vista, esse dado € surpreendente, visto que o
Nog & o proprio substrato do sistema de assimilégao e, como
discutido anteriormente, o sistema radicular possui alta ca-
pacidade para assimilar o.NOS. Entretanto, como os aminoa-
cidos s3o também produtos da fixagao de N,, a forte inibigao
da fixagao de Nz pelo No;, além de diminuir acentuadamente a
producdo de ureldeos deve inibir a formagdo de aminoacidos,
produtos da fixagdo. Assim, o aumento em aminodcidos prove-
nientes da assimilagao do NO; foi mascarado ou contrabalan-
ceado pelo decréscimo em aminodcidos oriundos da inibigao de
fixacgao de N,. Por outro lado, em outros trabalhos, o supri-
mento de NOS foi relatado aumentar,.em seiva de =xilema de
planta de soja ndo-nodulada em relagao a nodulada, a porcen-
tagem de N~aminodcido de 20 para 30% (McCLURE & ISRAEL,1979)
ou em nddulos de 10 para 20% (STREETER, 1985b).

o Ion NHZ teve um efeito contrario ao NOS em
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termos dos compostos encontrados no xilema: aumentou o teor
de aminoacidos, engquanto sua influéncia foi menor sobre os
ureideos. A interpretagao dos dados obtidos com NH: deve le-
var em conta o fato de que esse Ion & intermediario dos dois
processos assimilatdrios. O grande aumento em aminoacidos no
xilema (Figura 8, Quadros 6 e 8) & reflexo certamente de uma
rapida e eficiente assimilagdo na raiz. Isso porque naoc hou-
ve aumento no transporte de NH:, que permaneceu em niveis
baixos (cerca de 1 a 2%, Quadros 4 e 9), ou seja, o NH:
transportado ndo foi excessivo. Plantas ndo noduladas também
demonstraram o mesmo efeito (Quadro 1) ; o fendOmeno, portan-
to, & proprio da raiz e independe do nodulo. Assim, em plan¥
tas noduladas, uma boa parte do NH; deve ter sidoc assimilado
via glutamina sintetase normalmente envolvida na assimila-
¢ao do NHI resultante da redugao de Nog. 0 ion NHZ e alta-
mente toxico, tanto para ralizes como para folhas (PURITCH &
BARKER, 1967): sua rapida e eficiente assimilacao, portanto,
se torna essencial como mecanismo de detoxificagao (HAYNES &
GOH, 1978), havendo evidéncias de que, quando em excesso, ©
NHZ inibe o metabolismo energético através do desacoplamento
da sintese de ATP (HEWITT, 1975). A reaqgo da glutamina sin-
tetase incorpora o NH: em glutamina; e nesse respeito, & in-
teressante observar que a presenga de glutamina no  xilema,
normalmente muito baixa, aumenta significativamente apds tra-
tamento com NH; {Quadro 10).

0 NHZ teve menor efeito sobre’a atividade do

processo de fixagdo de Nz, pelo menos em termos da produgao

de urelidecs (Quadros 6 e 8). Entretanto, os dados com a re=-
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dugéo de acetileno (Quadro 6) sugerem dque NH: inibe a nitro-

genase com quase a mesma intensidade gue o NOS (diferenca
M-
4 _
inibidor da nitrogenase (BETHLENFALVAY & PHILLIPS,1978; NOEL

nao-significativa entre a amdnia e nitrato). Como o NH

et al., 1982; ZENGBE et af., 1984), parece, pois, que o efei-
to inibitdrio do NHZ sobre a fixag¢3o de nitrogénio seja mas-
carado ou parcialmente mascarado por um aumento na sintese
de ureldeos a partir do proprio NHZ. Assim, em plantas nodu-

z nao & apenas assimilado via processo associado

ladas, o NH
a reductase de nitrato responsavel pelo grande aumento em
aminodcidos, mas também por processo associado a fixagao de
N, no nddulo. Outros dados gue apoiam esta hipdtese sao aque-
les obtidos com a estirpe ineficiente (Quadro 6). Neste caso,
onde praticamente nao ocorre fixagao do nitrogénio e,portan-
to, produgac de ureideos, o efeito do NH: em aumenta-los po-
de ser verificado claramente. Por outro lado, ZENGBE el
af. (1984) observaram que em plantas noduladas de soja com,
estirpe ineficiente, o NHZ n59 elevou os baixos niveis de
ureldeos, concluindo que a ineficiéhcia da estirpe estava
relacionada a algum blogqueio na sintese de ureideos. A nosso
Qar, os baixos niveis de ureideos podem tambeém ter sido de~
correntes da baixa atividade da nitrogenase da estirpe ine-
| ficiente (em torno de 10% da eficiente). Entretanto, no caso
da planta nodulada com estirpe eficiente, o tratamento com
NH: inibiu a atividade da nitrogenase mas nao diminuiu o ni-
vel de ureideo na_seiva do xilema. Baseando-se neste fato,
os autores conclulram que parte do NH: aplicado foi trans-

formado em ureideos.

McCLURE & ISRAEL (1979) encontraram gue em sei-
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va de soja nodulada durante a fase vegetativa e de enchimen-
to de vagem cerca de 80% do N-total como N~ureideo, sendo o
Acido alantdico a forma predominante, enguanto McCLURE et al.
(1980) relataram que o contetdo relativo de ureideo de sei~-
va de xilema de soja coletada durante a fase diurna variou
de 82 a 90% do N-total. SCHUBERT (1981l) verificou que, mesmo
com apenas doze dias apds o plantio, os ureldeos eram a for-
ma predominante no xilema de soja, correspondendo a 58% do
N-total e aumentando até 98% do N-total apds vinte e um dias.
Esses dados demonstram a predomindncia ureldica em soja no-
dulada, estando de acordo com os encontrados neste trabalho
(Quadros 4 e 9).

Os quadros 2 e 8 mostram a prevaléncia do acido
alantdico sobre a alantolna na seiva do xilema, com tendén~-
cia para aumentar a proporgao do acido a medida que as plan-—
tas sao supridas com N-mineral e nas plantas com Nog em re-
lagao as com NHZ. Embora STREETER (1979) tenha encontrado a
relagdo entre alantoina e dcido alantdico de aproximadamen-
te 60:40 para o N-urelideo de folha, haste e fruto de soja em
desenvolvimento, essa relagao inverteu em haste e fruto de
planta madura, concordando com THOMAS & SCHRADER (198la) e
em xilema, de acordo com McCLURE & ISRAEL (1979}, THOMAS et
al. (1979), McCLURE et af. (1980), SCHUBERT (1981). McCLURE
et af. (1980) encontraram que a relagaoc alantoina:acido alan-
toico variou durante a coleta diurna de 20:60 a 10:80 do N-
total, que, convertidos em porcentagem de acido alantdico,

correspondem a 67 e 88%, bem de acordo com nossos dados (Qua-

dro 2). Pelos quadros 2 e 8 pode-se sugerir que a menor gquan-
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tidade de ureideos na seiva de plantas supridas com N-mine-
ral proporcione condigdes mais favordveis para maior atuagao
da alantoinase nas raizes, originando alto 4acido alantdico.
HERRIDGE et af. {1978) relataram que a relagao alantoina:
dcido alantdico em xilema de raiz de soja nodulada variou
conforme crescimento da planta. Com a diminuigao do teor de
urefdeo total dos 45 aos 80 dias pos-plantio, a relagao alan-
tolna:acido alantdico passou de cerca de 1,0:1,5 para 1,0:
0,8 e para 1,0:2,3 em planta com cerca de 100 dias quando o
teor de ureldeo total continuou baixo. A diminuigao do teor
de ureldeos coincidente com a queda de proporgdo do acido
alantdico parece niao corroborar a sugestao de que, quanto
mais baixo o nivel ureldico, melhores as condigoes de ati-
vidade da alantoinase. Cumpre salientar gue, neste trabalho,
o tratamento de nitrato originou menor teor de ureideos, com
ligeiro maior teor de Acido alantdico, em relagao ao trata-
mento com amonia.

0Os resultados dos gquadros 3 e 7 mostram gue ©
teor de nitrato do xilema aumentou bastante com a aplicagao
de No; is ralzes das plantas (de acordo com PATE et af.,
1980), mas variou pouco com aplicacgao de NHi. O teor de amo~
nia, por outro lado, variou pouco com ambos os tratamentos.
Esses resultados indicaram a maior transferéncia do ion Nog
suprido as ralzes, 3 parte aérea, em relagdo ao Ion NH: R
possivelmente incorporado em aminodcidos nas ralzes para nao
determinar niveis de toxicidade. PATE ef af. (1984) relata-
ram que a parte aérea utilizou o N~N0; para sintetizar ami~-

noacidos previamente a transferéncia de N do xilema ao floe-
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ma, nao detectando N03 em seiva de xilema ou floema de plan-

tas dependentes de fixaq&o de Nz. No nosso caso, a detecqao

3
nivel (Quadro 3), s0 pode ser justificada pela presenga de

do NO., de plantas noduladas no tempo zero, embora em,. baixo
tragos de NO; na agua de torneira usada para Fegar as plan-
tas.

O teor relative de ureideos vem sendo estudado
para verificar a viabilidade como indicador da fixagao de N,.
HERRIDGE (1982a) sugeriu a haste de planta de soja como ©
tecido mais viavel para medir a relagdo N-ureldeo/N-ureideo+
NOS. PATTERSON & La RUE (19832), entretanto, relataram que a
haste seria um sitio de estocagem de ureideos, nao refletin-
do sempre um direto relacionamento entre fixagao de N, e al-
teragao na concentragao de ureideos. PATTERSON & La RUE
(1983c) em trabalho subseqliente, confirmaram que haste jovem
de soja & o melhor tecido para quantificagao de ureideos,
sendo um método nao destrutivo. BERKUM et af. (1985) relata-
ram que N-urelideo de topo de planta de soja pode ser indica-
tivo, além da fixagao de N,, da efetividade do Rhizobium.
PATE et af. (1980), por outro lado, relataram que devido él
dissimilaridade de fixagao e quantidade de ureideo recupera-
da pelas partes da planta, além da proporgac relativamente
pequena de N-total como N~NO; ou N-ureideo, & preferivel
usar a seiva de xilema, cuja composigaoc & bem diferente em
plantas de soja noduladas ou n3o, através da relagdo N-(urei-
deo + glutamina)/N-(asparagina + Nog). Ainda PATE et al .
(1984), utilizando a técnica de coleta de floema de fruto

através do puncionamento por agulha resfriada, “cryopunctu-
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re*, verificaram que quase naoc se alterou o teor de ureldeo

do floema de plantas de caupi (de 7,1 umol.mlwl em planta

1 em planta dependente de

suprida com No; para 5,1 pymol.ml”
fixacdo de N,), mesmo quando o teor de ureldeo no xilema al-

terou bastante (de 8,4 umol.ml_l em planta dependente de fi-

xacao simbidtica para 0,3 umol.mlﬁl em planta suprida com

Nog}. Esses.dados concordam com a pouca alteragao encontra-

da nos teores de ureideos em floema (Quadro 11), assim como

os de PATE et af. (1980), com o pouco decréscimo ureldico em

folha, caule e vagem (Quadro 1ll1)), sendo utilizado, portanto,
neste trabalho o teor de ureideo em seiva de xilema. McCLU-~

RE ¢t af. (1979) e McCLURE e# af. (1980) também utilizaram a

seiva do xilema com as relagdes N-ureideo/N-aminoacido e N-

ureldeo/N~-total. Por outro lado, o teor relativo ureideo/

ureideo + aminoacido + No; sofreu distorgao na presenga de

NH:, indicando ndo ser bom pardmetro de fixagao de N,. Como

a distorq&o se deveu ao maior teor de aminodcidos na presen-

ca de ﬂHZ, indica-se a precaugio guando em face desse pro-

blema (Quadro 8).

Quanto 3 ani3lise qualitativa, verificou-se que

o nivel de Asp e Gln das plantas dependentes de N, atmosfé-

rico do quadro 5 em relagao ao quadro 10 & maior, sugerindo

que, no primeiro caso, na época de coleta da seiva, nao ha-

via ocorrido igual amidagao do Asp através Gln via aspara-

gina sintetase (LEA & MIFLIN, 1980). De acordo com a hipote-

se de MIFLIN & LEA (1977), pode-se sugerir gque as plantas de-
pendentes de N, atmosferico do guadro 5 estariam com  menor

quantidade de carbono disponivel nas raizes. Segundo essa
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teoria, a Asn atua como estogque temporarioc do N reduzido,
particularmente sob condigdes de limitagao de C, ocorrendo,
pois a diversificagdo de Gln para Asn, habilitando a planta
de prevenir o aparecimento de NH: toxico. Assim, quando ocor-
re carbono suficiente para a sintese de aminoacidos e pro-
teinas, favorecendo a operagao GS—GOGAT e formagao do  Glu,
a formagao da Asn seria diminulda. SupCe-se ainda que a adi-
¢io de fonte externa de N, aumentando a quantidade.de C nas
ralizes, favorece a operagao GS-GOGAT,; a formagao de Glu e
demais aminoacidos, o que parece confirmado pela maior  di-
versificagdo de aminodcidos encontrada na seiva de plantas
tratadas com N-mineral. Este fato também estaria de acordo
com a maior producio de aminodcidos decorrente da adigao de
N-mineral as raizes, visto diminuir a fixagao, processo al-
tamente energético.

| 0s resultados gerais, no entanto, indicam gque
occorreu a manuteng&o da relagao Asn/Gln, de acordo com PATE
et al. (1980). No quadro 5, verificou-se gue em plantas de-
pendentes de fixagao de N, a porcentagem de Asn aumentou com
aplicagao de NH: e NOS enquanto diminuiu a de Gln. No guadro

+

10, a aplicagao de NH, nas plantas dependentes de N, atmos-

férico diminuiu a porcentagem de Asn e aumentou a de Gln,
enquanto a aplicagao de No; diminuiu a de Asn e guase nao
influiu na de Gln, aumentando consideravelmente, porém, o

Asp. Esses dados sugerem que a Gln e Asn seriam maiores na
seiva de planta com adigao de NHI em relagao ao NOS, devido
ac maior gasto de energia para a rapida incorporagao da amo-

nia pela glutamina sintetase, de modo a nao ocorrerem ni-
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veis tOxicos. Assim, nem toda Gln seria metabolizada em Asn
pela falta de suficiente asparagina sintetase (MIFLIN & LEA,
1977), porem ocorreria a falta de ¢, que induziria a diver-
sificagao para Asn. Ja na seiva de plantas com No;, onde
menos energia seria gasta para absorgao de nitrogénio, ocor-
reria a formagac de Asp via intermedidrios do ciclo de Krebs
(MITCHELIL & BIDWELL, 1970), gue naoc seriam totalmente meta=-
bolizados a Asn devido a inibiqéo da asparagina sinteta-
se peloc excesso de C.

Conclui-se, portanto, que a diferenciagao na

formacaoc de aminoadcidos (o tratamento NH: em relagao ao

NOS originou seiva de xilema com maior teor de glutamina e
asparagina e menor de acido aspartico), seria decorrente dos
processos especificos de absorgdo de nitrogénio.

As altas porcentagens de asparagina encontradas
emrtodas as plantas confirmaram a via glutamina ligada a as-
paragina (FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1980), gque foi relatada como
a preferencial para a assimilagao do NH; por REYNOLDS et at.
(1982) , corroborado pelo maior teor de asparagina e gluta-
mina em plantas supridas com NHZ.

0s resultados demonstraram, levando-se em con-
sideragao apenas as quantidades em termos absolutos de ni-
trogénio constituldo pelos ureldeos e aminoacidos, visto as
porcentagens de nitrogénio como &o; e NH: nao terem sido ex-
pressivas (média m3xima de 10%, Quadros 4 e 9), que plantas
dependentes de fixagao de N, exportaram maior quantidade de

nitrogénic pelo xilema, sequidas pelas plantas supridas com

NH: e depois com No;. Esses dados confirmaram os de RUSCHEL
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et af. (1979) que relataram a maior assimilacao pelas vagens
do N-N, em relagao ao N-NHZ.

Mesmo plantas noduladas com estirpe de Rhizobium
ineficiente apresentaram maior transporte de N quando supri-
das com NHZ em relagao a No;, conforme gquadro 6. Por esse
mesmo guadro, fol constatada a inibigﬁc'da nitrogenase emn
intensidade semelhante pelos Ions No; e NHZ; fica reforcgada,
portanto, a sugestao que ocorre a transformagaoc de uma par-
cela maior do nitrogénio assimilado como NHZ em relagao ao
NOS, em ureldeos, possibilitando maior transporte de nitro-
3*

0 suprimento de N-NHZ teve um comportamento in-

génio de plantas supridas com NH: em relacao as com NO

termedidrio entre os dois processos, o de fixagao de N, e ©
de suprimento de NwNOE em relagac 3 quantidade de N  trans-
portada. Teoricamente, seria preferivel utilizar o N—NH: en
relagao ao N—Nog como fertilizante nitrogenado inicial, isto
&, até o estabelecimento da nodulagao que permite o proces-—

so de fixacao de Nz, pois o NH: possibilita maior transporte

de nitrogénio pelo xilema.
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CONCLUSOES

0s Ions nitrato e amdnia inibiram a nodulagdo,
atividade da niﬁrogenase e formagao de ureldeos. Embora a
atividade da nitrogenase tenha sido igualmente inibida por
ambos os Ions, a amdnia diminuiu menos a formagao de nddulos
e ureldeos em relagdo ao nitrato.

Os trés processos de assimilagao de nitrogénio -
fixagao de N,, absorg¢ao de NHI e absorgao de Nog - origina-
ram aminodcidos e ureideos, sendo a fixagdo mais voltada pa-
ra a formagdo de ureldeos e, a absorgao de N-mineral para a
formagao de aminodcidos. Ocorreu, pois, o aumento de amino-
acidos com a aplicagao de N-mineral nas plantas noduladas
dependentes de N, atmosférico, sendo o teor relativo de urel-

deos maior para plantas com aplicagao de NHZ em relagac a de

N03.
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A seiva de xilema provou ser melhor fonte para
obtengdo do teor relativo de urelideo como Indice de fixagao
de Nz, do que seiva de floema ou tecido de haste e folha.
por outro lado, o teor relativo ureldeo/ureideo + aminoaci-
do + NO; sofreu distorgao na presenga de NHZ, indicando nao
ser bom pardmetro de fixagao de N,. Como a distorcaoc se de-
veu ao maior teor de aminoacidos de plantas supridas com NH:
em relagao as com No;, indica-se a precaugao gquando em face
desse problema.

A maior proporgio de acido alantdico em relagado
i alantoina aumentou com a exposigac da planta a N- mineral,
sugerindo a ocorréncia de maior atividade da alantoinase no
menor teor de ureideos.

0 tratamento NH: em relagao ao No; originou sei-
va de xilema com maior teor de glutamina e asparagina e me-
nor de Acido aspirtico, sugerindo que a diferenciagao na
formagao de aminodcidos tenha sido decorrente dos processos
especificos de absorgac de nitrogénio.

0 teor de nitrato do xilema aumentou com a apli-
cagao de NOS is raizes, mas variou pouco com a aplicagao de
NHI, enquanto o teor de amdnia alterou pouco com ambos os
tratamentos. Esses resultados indicaram a maior transferén-
cia do Ion NOS i parte aérea em relagao ac ion NH:.

O transporte de nitrogénio pelo xilema decresceu
do processo de fixagdo de N, para o de absorgao de NH:, ao
de absorgao de Neg, sugerindo que o transporte de nitrogénio
tenha dependido da interagao entre presenga dé N-mineral no

solo e disponibilidade de ehergia. A fixagao de N,, Proces-
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so mais dispendioso de energia, possibilita maior produgao
de ureideos, que exportam mais nitrogénio que os amino-

acidos.

Teoricamente, parece preferivel utilizar o N~NH:
em relagao ao N—Nog como fertilizante nitrogenado  inicial,
pois o NH: possibilita maior transporte de nitrogénio pelo

xilema.
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RESUMO

Plantas de soja, inoculadas com Rhizobium japo-
nicum, foram cultivadas em vermiculita com solugao nutritiva
sem nitrogénio, em casa de vegetagﬁo. Fol estudado o efeito

- +
de N03 e NH4
cidade de fixacdo de nitrogénio (redugac de acetilenoc), dos

sobre a atividade do ndédulo em termos da capa-

niveis de ureideos (alantolna e dcido alantdico), aminoaci-
dos (total e qualitativo por analisador de aminoacidos), NOE
e NHZ, encontrados na seiva do xilema. Para esse £fim, as
plantas (noduladas) foram tratadas duranté sete dias com so-
lugdes nutritivas contendo os Ions NO; (15mM), NHZ (10mM) ,ou
sem nitrogénio (controle), aplicadas prdximo a época de flo-
ragao. Verificou~se uma inibigao do Nog sobre a nitrogenase
(rédugao de acetileno) e uma diminuigao marcante do nivel de
ureldeos na seiva; mas nenhum efeito significativo no nivel
dos aminoacidos. 0 Ion NHZ inikbiu a nitrogenase com a mesmna
intensidade que o NOS, mas teve menor efeito sobre o nivel
de ureideo: Por outro lado, aumentou substancialmente o ni-
vel dos aminoacidos. Apesar disso, a relagao urelideo/aminoa-
cido diminuiu de maneira semelhante na presenca desses ions,
de forma qgue este valor se torna suspeito como indicador da
fixagao de nitrogénio, gquando NHZ estiver presente. O trata-
mento NHZ nao alterou o teor de N—NH;, mas aumentou ligeira-
mente o nivel de glutamina e asparagina em comparagao com O
tratamento NOS que por sua vez aumentou ligeiramente o acido
aspartico e bastante o teor de N—Nog. A maior proporgao de
fcido alantdico em relagdo a alantolina aumentou com a expo-
sicao da planta a N-mineral. O Ion NHZ teve um comportamento

intermedidrio entre os dois processos, o de fixagao de N, e



106

o de absorgdo de N-NO, em relagdo 3 quantidade de N trans-
portado para a parte aérea. Somente tragos de urelideos  fo-~
ram encontrados em plantas noduladas com uma estirpe inefi-
ciente de Rhizobium. Neste caso, © tratamento com NH; au—
mentou o nivel de ureldeos, sugerindo que uma parcela do
NHZ & transformada em ureideos, semelhante ao encontrado pe-
la fixaq%o Nz. Todavia, o principal eﬁeito do NH; fol sobre

a formacao de aminoacidos.
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SUMMARY

Soybean plants, innoculated with Rhizobium japo-
nicum, were grown i1in vermiculite with a nitrogen deficient

nutrient solution in a greenhouse. The effect of No; and

NH: on nodule activity was studied in terms of Nz—fixing
capacity {(acetylene reduction) and ureide and amino acid

levels of the xylem sap. HNodulated plants were treated with
+
4

without nitrogen {control) for 7 days close to flowering. Nog

nutrient solution containing NO; (15mM),  NH, (lOmM), or

was found to inhibit nitrogenase (acetylene reductibn) and
strongly reduce the level of ureideos, but had not significant
effect on the amino acid level. NHZ inhibited nitrogenase at
the same level as NO,, but had a lower effect on ureide
levels. On the other hand, the amino acid level increased
substantially. The relative ureide content fell +to low but
similar levels for both these ions, such that this value may
be suspect as an indicator of N2 fixation when NHZ is present.
NH+ did not alter the levels of NwNH+, but increased

4
slightly the level of NO

;. NOS caused slight increase in
aspartic acid and a large increase in NOS. The higher
proportion of alantoic acid relative to allantoin was found
to be even greater in plants growing on mineral N. The NHZ
ion had an intermediary effect on the two N-assimilatory pro-
cesses with respect to the quantity of N transported to the
aereal parts.

Only traces of ureide were in plants nodu-

lated with an inefficient Rhizobium strain. In this case, the
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treatment with NHZ increased the ureide level, suggesting
that some NH: is transformed in ureides like that resulting
from N2 fixation. However, the major effect of NH; was on
amino acid levels.



aCG
GS
GOGAT
GDH
Gln
Glu
Asn
AsSp
Ser
Gly
Thr
Ala
val
Ile
Lys
His
ATP
GTP

NAD

ABREVIATURAS

o cetoglutarato
sintetase de glutamina
sintase de glutamato
desidrogenase glutamica
glutamina

acido glutamico

asparagina

- acido aspartico

serina

glicina

treonina

alanina

valina

isoleucina

lisina

histidina

trifosfato de adenosina

trifosfato de guanosina

dinuclectideo de adenina e nicotinamida
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