
.. C IfamZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAT 5 7 4 .1 9 2 C 8 7 5 a T

. A u to r : C o s t a , R o b e r t o C e z a r L o b o d a

T í t u l o : A s s i r n i l a c a o d e n i t r o g e n io e a j u s aZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

. 11111111111111111111111111111111111111111111111111
1029460 Ac.32849



ASSIM ILAÇÃO DE NITROGÊNIO E AJUSTAMENTOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
,ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA -

. OSMOTICO EM PLANTAS NODULADAS DE FEDAO-DE-

CORDA [ Vigna unguiculata (L .) W alp] SUBMETIDAS AO

ESTRESSE HIDRICO

1
,
~ r " " · _ ._ -

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

BIBLIOTECA DE CIENCIAS E TECNOlOGIA

ROBERTO CEZAR LOBO DA COSTA

Tese apresentadaXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà Coordenação do
Curso de pós-graduação em
Bioquím ica da Universidade Federal

do Ceará, para a obtenção do Título de

Doutor em Bioquímica, área de

concentração em Bioquím ica Vegetal

FORTALEZA - CEARÁ

MARÇO - 1999

I · ,NMLKJIHGFEDCBA

U FC /B U /B C T 0 2 1 0 3 /1 9 9 9 ·

IIIIIIIII~~1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 ~ ~III~I
R 1 0 2 9 4 6 0

C 5 1 1 0 3 0

T 5 7 4 .1 9 2

UNIV[:1::JIJ:\JE Fff):!'"' ~_ ::rru B
~ TZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAr D I : C \ ,o I ' L C · I , • . • ., " G IABI:;,U:JlL..•f. •.. ::••".. 1- •.j •••v

p .~ s s i - . ; n i l a c a od e n L t . r - o q e n í .o 'c e

ajustamento '

C 8 7 5 a .



ASSIMILAÇÃO DE NITROGÊNIO E AJUSTAMENTO
, -

OSMOTICO EM PLANTAS NODULADAS DE FEIJAO-DE-
CORDANMLKJIHGFEDCBA[V ig n a unguiculata (L.) Walp.] SUBMETIDAS AO

ESTRESSE HÍDRlCO

ROBERTO CEZAR LOBO DA COSTA
Biólogo

ORIENTADOR: Prof. Dr. Joaquim Albenísio Gomes da Silveira

,
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FORTALEZA, 12 DE MARÇO DE 1999



C875a Costa, Roberto Cezar lobo da
1999 Assimilação de nitrogênio e ajustamento

osmótico em plantas noduladas de feijão-de
-corda [NMLKJIHGFEDCBAV ig n a u n g u ic u la ta ( l. ) Walp]
submetidas ao estresse hídrico I

?- Roberto Cezar lobo da Costa.
Fortaleza: UFC/Departamento de Bioquímica
e Biologia Molecular, 1999.

225 f. : iI.
1. Fisiologia Vegetal. 2. Bioquímica.

3. Esb"esseHídrico. 4. Metabolismo de
Nitrogênio. 5. Fixação de NZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 • 6. Feijão
-de-Corda. I . Título.

CDD 581.8761



Esta tese foi apresentada, como parte dos requisitos necessáriosZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

obtenção do grau de Doutor em Ciências, área de concentração em Bioquímica

Vegetal, outorgado pela Universidade Federal do Ceará e se encontra à disposição

dos interessados na Biblioteca Central da Universidade.

A transcrição de qualquer trecho desta Tese será permitido desde que

seja feita de acordo com as normas da ética científica.

TESE APROVADA EM: 12 de março de 1999XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

to
e

]

Dr. Joaquim~Gomes da Silveira
Depart<>de Bioqímica e Biologia Molecular

Universidade Federal do Ceará
Orientador

: : ; ; a ~ ~ . i.Santos Vieira
de Química

Faculdade d Ciências Agrárias do
Pará

Conselheiro

Dr. Bem usa cavada
Depart<>de Bioquímica e Biologia Molecular

Universidade Federal do Ceará
ConselheiroNMLKJIHGFEDCBA

& ..~ J .l\r i ~
Dr. José TaJeu Abreu de Oliveira

Depart<>de Bioquímica e Biologia Molecular
Universidade Federal do Ceará

Conselheiro

- c : : er1 QCZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAL c : -
Dr. Eduardo Caruso
Seção de Fisiologi egetal

Instituto Agronômico de campinas
Conselheiro

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto



o ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAtr a b a lh o e o s e s tu d o s n o s s ã o p r o p o r c io n a d o s p o r

O E U 5 ~a fim d e d e s e n v o lv e r m o s a fo r ç a v ita l q u e e x is te

d e n tr o d e n ó s . A s p e s s o a s m a is fe liz e s s ã o a q u e la s q u e

c o n h e c e m a a le g r ia d e tr a b a lh a r e e s tu d a r . O tr a b a lh o e o s

e s tu d o s s ã o o s m e io s p e lo s q u a is o H o m e m , a o m e s m o

te m p o q u e b e n e fic ia o u tr a s p e s s o a s e o m u n d o , b e n e fic ia

ta m b é m a s i m e e m o , p r o g r e d in d o e e x p e r im e n ta n d o u m a

im e n s a a le g r ia e m s e u c o r a ç ã o .zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ii



ADEUSzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

EM ESPECIAL A MEUS PAIS:ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

J O S É C A N D ID O F IL H O E M A R IA H E L E N A L O B O D A C O S T A

À MINHA ESPOSA DALILA MARIA PINTO LOBO DA COSTA, P E L A

C O N F IA N Ç A , C O M P R E E N S Ã O , D E D IC A Ç Ã O , C O M P A N H E IR IS M O E A P O IO

IR R E S T R IT O N A S H O R A S M A IS D IF ÍC E IS D E S S E C U R S O

AOS MEUS AMORES, MEUS FILHOS, A RAZÃo DE MINHA VIDA:
R O D R IG O C O R D O V IL P IN T O L O B O D A C O S T A E

R E B E C C A O H A N A P IN T O L O B O D A C O S T A

À MINHA SOGRA H E L E N A O H A N A P IN T O

AOS MEUS IRMÃOS: C R IS T IN A N A Z A R É , J O S É R U B E N 5 , M A R IA D E F Á T IM A

E C L Á U D IA S T E L A

iii



AGRADECIMENTOSaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A DEUS, pela vida, força e amparo espiritual.

Ao Prof. Dr. Joaquim Albenísio Gomes da Silveira, pela valiosa orientação, confiança,

apoio e principalmente pela GRANDE AMIZADE.

Ao Prof. Dr. Benildo Sousa cavada, pelas sugestões durante o decorrer deste

trabalho, apoio nas horas difíceis e amizade.

Ao Prof. Dr. José Tadeu Abreu de Oliveira, pelas sugestões e apoio na execução da

eletroforese de proteínas.

Aos Professores DrZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa . Irenice Maria dos Santos Vieira e Dr. Eduardo Caruso Machado,

pelas críticas e sugestões.

Ao Dr. Juan J. Calvette, do Instituto de Biomedicina de Valência (Espanha), pela

determinação da composição de aminoácidos totais.

A Prota Vânia Maria M. Meio, do Departamento de Biologia da UFC, pelo apoio na

elaboração do meio de cultura para bactérias.

Aos Professores do Curso de Pós-Graduação em Bioquímica, pelos ensinamentos.

Aos amigos de todas as horas Adeildo Lima Rosa Jr., Vicente de Paulo Pinto e Dárlio

Teixeira, pela amizade e agradável convivência.

Aos colegas Ricardo de Almeida Viégas, Antônio Roberto Barreto, Benedito Cardoso,

Márcio Viana, José Gerardo Gomes Filho, Jeane Tavares Silva, Samara Góes e Sérgio

Silva pela agradável convivência durante o curso.

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuíram para a realização deste

trabalho.

iv



IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

AGRADECIMENTOSINSTlTUCIONAIS

Universidade Federal do Ceará (UFC), através do Laboratório de Metabolismo e

ção do Nitrogênio (LABFIX) eZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà Faculdade de Ciências Agrárias do Pará (FCAP),

pela oportunidade de realização do Curso.

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), por

intermédio do Programa Institucional de Capacítação de Docentes e Técnicos

'PICDT), pela concessão de bolsa de estudos.

o Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pelo apoio

nanceiro.

Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) pelo apoio financeiro.

v



IXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

B IO G R A F IA

R O B E R T O CEZAR LOBO DA COSTA ,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAfilho de José Cândido Filho e Maria

Helena Lobo da Costa, nasceu em Limoeiro do Norte, Estado do Ceará, no dia 22 de

setembro deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 9 5 4 .

Graduou-se em Ciências Biológicas (Biologia), em 1 9 7 9 , pela Universidade

Federal do Pará (UFPa). Em março de 1 9 8 0 , ingressou na Faculdade de Ciências

Agrárias do Pará (FCAP), passando a fazer parte do quadro de professores do

Departamento de Biologia Vegetal e Fitossanidade (DBVF).

Pós-graduou-se com o título de "Magister Scientiae " em Fisilogia Vegetal, em

1 9 8 6 , pela Universidade Federal de Viçosa-Minas Gerais, com a Tese: " EFEITO DE

NÍVEIS DE ÁGUA E DE DOSES DE NITROGÊNIO SOBRE O CRESCIMENTO,

MORFOLOGIA, PARTIÇÃO DE ASSIMILADOS E TROCA DE C02 EM P h a s e o lu s v u lg a r is

L"

Em março de 1 9 9 5 , iniciou o Curso de Doutorado em Bioquímica na

Universidade Federal do Ceará (UFC).

vi



SUMÁRIO

Conteúdo Páginas

liSTA DE FIGURAS x

liSTA DE TABELAS xvi

ABREVIATURAS E DEFINIÇÕES xvii

RESUMO xviii

ABSTRACT xxi

1. INTRODUÇÃO GERAL 1ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 .1 . Identificação do Problema e Objetivos 1

1 .2 Revisão de Literatura 4

1 .2 .1 A Cultura do Feijão-de-Corda 4

1 .2 .2 O Déficit Hídrico 7

1 .2 .3 Utilização de Nitrogênio pelas Plantas 1 8

1 .2 .3 .1 Fixação Simbiótica de N2 2 0

1 .2 .3 .2 Assimilação e Metabolismo do Nitrato 3 3

1 .2 .3 .3 Fixação do Nitrogênio e o Déficit Hídrico 4 7

1 .2 .3 .4 Assimilação de Nitrato e o Déficit Hídrico 5 6

1 .2 .3 .5 Prolina e o Déficit Hídrico 6 4

2 . CAPÍTULO 1XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

C R E SC IM E N T O E AJUSTAMENTO OSMÓTICO DE PLANTAS NODULADAS DE

FEIJÃO -DE-CORDA [Vígna ungüiculata (L .) W alp) SUBMETIDAS AO

DÉFIC IT DE ÁGUA E À REIDRATAÇÃO"

2 .1 INTRODUÇÃO 7 4

2 .2 MATERIAL E MÉTODOS 7 7

2 .2 .1 . Condições do Experimento 7 7

2 .2 .2 . Material e estirpe utilizada 7 8

2 .2 .3 . Delineamento estatístico 7 9

vii



2.2.4. Condução das plantas 79

2.2.5. Coleta das plantas e determinação da massa seca................. 80

2.2.6. Determinação de umidade .. 81

2.2.7. Determinação de prolina livre 81

2.2.8. Determinação de aminoácidos livres 82

2.2.9. Determinação de ureídeos no caule 83

2.2.10. Determinação de clorofilas 84

2.2.11. Eletroforese 85

2.2.12. Determinação de aminoácidos totais 86

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO............ 87

3. CAPÍTULO 2XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

"ASSIM ILAÇÃO DE NITROGÊNIO EM PLANTAS NODULADAS DE FEIJÃO -

DE-CORDA [ Vígna ungüiculata (L .) W alp] SUBMETIDAS AO DÉFIC IT DE

ÁGUA EaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÀ REIDRATAÇÃO"

3.1 INTRODUÇÃO 112

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 115

3.2.1. Condições do experimento 115

3.2.2. Material vegetal e estirpe utilizada 115

3.2.3. Delineamento estatístico 116

3.2.4. Condução das plantas 117

3.2.5. Coleta das plantas e determinação da massa seca................ 118

3.2.6. Determinação da atividade da redutase do nitrato................ 118

3.2.7. Determinação da atividade de glutamina sintetase................ 119

3.2.8. Determinação da concentração de proteínas 120

3.2.9. Determinação de N03- 121

3.2.10. Determinação da concentração de leghemoglobina............. 122

3.2.11. Determinação de ureídeos na seiva do xilema 122

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 124

viii



· CAPÍTULO 3XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ASSIM ILAÇÃO DE NITROGÊNIO E AJUSTAMENTO OSMÓTICO EM DUAS

CULTIVARES DE FEIJÃO -DE-CORDA [Vígna ungüiculata (L .) W alp)

NODULADAS, NA PRESENÇA E AUSÊNCIA DE NITRATO E SUBMETIDAS AO

DÉFIC IT DE ÁGUA"

4.1 INTRODUÇÃO........................................................................ 142

4.2 MATERIAL E MÉTODOS.......................................................... 146

4.2.1. Condições do Experimento 146

.2.2. Material Vegetal e estirpe utilizada 147

.2.3. Delineamento estatístico 149

4.2.4. Condução das plantas 149

4.2.5. Coleta das plantas e determinação da massa seca................ 151

4.2.6. Determinação de umidade 151

4.2.7. Determinação do C.R.A. 151

4.2.8. Determinação de prolina livre............ 152

4.2.9. Determinação de aminoácidos livres 153

4.2.10. Determinação de ureídeos em caules 154

4.2.11. Determinação de clorofilas 155

4.2.12. Determinação da atividade da redutase do nitrato.............. 156

4.2.13. Determinação da atividade de glutamina sintetase.............. 157

4.2.14. Determinação de proteínas 158

4.2.15. Determinação de N03- 159

4.2.16. Determinação da concentração de leghemoglobina............. 159

4.2.17. Determinação de ureídeos na seiva do xilema 160

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 162

5.CONCLUSÕES 189

6.REFERÊNCIAS BIBUOGRÁFICAS................................................ 192

ix

uZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA'V E . slJ~n~ F I lE T \ '! . r ~ rNMLKJIHGFEDCBAf r .A

61i.:U::'ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA:c :r . D:: e L . . ,,1. . c L í...C i . : 'L C G IA



L I S T A D E F IG U R A S zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

PáginaaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

gura 1. Matéria seca total (A) e Relação parte aérea/raiz (B) de pLantas
e feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4

. s e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das
ntas e as barras representam o desvio padrão. (.Â-.Â) representa o
tamento sob estresse hídrico eXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAC e---e) corresponde ao controle. 90

gura 2. Matéria seca de folhas (A) e matéria seca de caules (B) de
ntas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca)

urante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação
s plantas e as barras representam o desvio padrão. (.Â-Â) representa o

tratamento sob estresse hídrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao controle. 9 1

Figura 3. Matéria seca de raízes (A) e matéria seca de nódulos (B) de
antas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca)
urante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação
as plantas e as barras representam o desvio padrão. (.Â-Â) representa o

tratamento sob estresse hídrico e ~ ) corresponde ao controle. 92

Figura 4. Número de folhas (A) e altura (B) de plantas de feijãe-de-corda
submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação
após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras
representam o desvio padrão. (.Â-Â) representa o tratamento sob estresse

ídrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao controle. 9 3

Figura s. Umidade de folhas (A ) e umidade de caules ( B ) de plantas de
e t í ã o - d e - c o r o a submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias

e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e
as barras representam o desvio padrão. (.Â-Â) representa o tratamento
sob estresse hídrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao controle. 9 4

Figura 6. Umidade de raízes (A ) e umidade de nódulos ( B ) de plantas de
eijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias

e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e
as barras representam o desvio padrão. (.Â-Â) representa o tratamento
sob estresse hídrico e (e____e) corresponde ao controle. 9 5

F-gura 7. Concentração de clorofilaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa (A ) e de clorofilas totais ( B ) em
olhas de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva

'seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da
í r r í q a ç ã o das plantas e as barras representam o desvio padrão. (.Â-Â)

esenta o tratamento sob estresse hídrico e ( ~) corresponde ao
controle. 96

gura 8. Concentração de prolina nas folhas (A) e nas raízes (B) de plantas
e feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4

x



" s e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das
ntas e as barras representam o desvio padrão. (Â-Â) representa o

::ratamento sob estresse hídrico eZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( e _ _ _ e ) corresponde ao controle. 1 0 3

gura 9. Concentração relativa de prolina (% do total de a.a livres) nas
has (A) e nas raízes (6) de plantas de feijão-de-corda submetidas à

idratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia.
seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras representam o

"o padrão. (Â-:Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e
----) corresponde ao controle. 1 0 4

ura 10. Concentração de aminoácidos livres totais nas folhas (A) e nas
- a í z e s (6) de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação

ogressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica
dia da reirrigação das plantas e as barras representam o desvio padrão.
-:Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e (. .) corresponde 1 0 5

ao controle.

gura 1 1 . Concentração de aminoácidos livres totais em caules (A) e
:::oncentração de ureídeos em caules (6) de plantas de feijão-de-corda

bmetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação
pós o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras

-epresentarn o desvio padrão. (Â-:Â) representa o tratamento sob estresse
ídrico e (. .) corresponde ao controle. 1 0 6

gura 1 2 . Concentração aminoácidos totais em folhas (A) e nódulos (6) de
ntas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca)
rante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação

plantas e as barras representam o desvio padrão. (Â-:Â) representa o
tamento sob estresse hídrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao controle. 1 0 7

gura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presença de 50S e ~-
ercaptoetanol, da farinha de folhas de feijão-de-corda submetidas à

idratação e reidratação. 1 0 8

gura 1 4 . Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presença de 50S e ~-
ercaptoetanol, da farinha de nódulos de feijão-de-corda submetidas à

esidratação e reidratação. 1 0 9

Figura ,15•• AtividadeZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAin v iv o de redutase de nitrato em discos de folhas
(A) e em fatias de nódulos (6) de plantas de feijão-de-corda submetidas à

esidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia.
seta indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (Â-:Â)

representa o tratamento sob estresse hídrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao
controle. Os valores correspondentes a 1 0 0 % de atividade do controle
oram de 1 ,8 0 e 0 ,9 8 mmoles de NO"2 / kg M F / hora, para folhas e

nódulos, respectivamente. 1 3 4

xi



raXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA16 ..zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAConcentraçãode nitrato em folhas (A) e raízes (B) de plantas
eijão-de-corda submetidasZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà desidratação progressiva (seca) durante 4
e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as
s o desvio padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse

nbrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao controle. 135

ra 11 .. Concentração de nitrato em caules de plantas de feijão-de-
submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e

. ratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o
'0 padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e

) corresponde ao controle. 136

ra 18. Atividade de glutamina sintetase em folhas, em relação à massa
seca(A) e em relação a proteínas solúveis totais (B) de plantas de feijão-de-

a submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e
. ratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o

'0 padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e
) corresponde ao controle. 137

ra 19. Atividade de glutamina sintetase em nódulos, em relação à

ssa seca (A) e em relação a proteínas solúveis totais (B) de plantas de
, .- o-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias

reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o
'0 padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e

-----) corresponde ao controle. 138

gura 20. Concentração de proteínas solúveis totais em folhas (A) e
, ulos (B) de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação

:xogressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica
dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (Â-Â) representa o
tamento sob estresse hídrico e ( e _ _ _ e ) corresponde ao controle.

139
gura 21. Concentração de ureídeos da seiva do xilema (A) e de ureídeos

seiva do xilema após a reidratação (B) de plantas de feijão-de-corda
submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação
pós o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão.NMLKJIHGFEDCBA

r -Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e (. .) corresponde
ao controle.

140

gura 22. Concentração de leghemoglobina dos nódulos, em relação à

ssa seca (A) e em relação a proteínas solúveis totais (B), de plantas de
tíão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias

e reidratação após o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o
'0 padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e

) corresponde ao controle 141

gura 23. Matéria seca total (A) e Relaçãoparte aérea/raiz (B) de plantas
feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na

xii



presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidasZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
írríqadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 168aZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Igura 24. . Matéria seca de folhas (A) e de caules (8) de plantas de
eijão-cle-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença

(+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação
p ogressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 169

Figura 25 . Matéria seca de raízes (A) e de nódulos (8) de plantas de
eijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença

(+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação
rogressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
iariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 170

Figura 26 Número de folhas (A) e altura das plantas (8) de feijão-de-
corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na
ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva
(seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente
'controle). As barras representam o desvio padrão. 171

gura 27. Massa média de folhas (A) de plantas de feijão-de-corda,
cultivares Vita 3 (V3) eVita 7(V7), noduladas na presença (+N) e na
ausência de N03- (-N) e conteúdo relativo de água, em discos foliares, de

ntas noduladas, na presença de 5 mM de NO-3 (8), submetidas à

esidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
'gadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 172

gura 28 Umidade de folhas (A) e umidade de caules (8) de plantas de
:eijão-cle-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença

N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas

íaríarnente (controle). As barras representam o desvio padrão. 173

gura 29 Umidade de raízes (A) e umidade de nódulos (8) de plantas de
"ão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença

- ) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação
ressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas

lamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 174

guraXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA30. Concentraçãode clorofila ª (A) e clorofilas totais (8) de plantas
feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na

nça (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à

í d r a t a ç ã o progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
, adas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 175

xiii



guraXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA31.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAConcentração de prolina nas folhas (A) e nas raízes (8) de
ntas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas
presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidasZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

esidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
- "gadasdiariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 176

gura 32. Concentração relativa de prolina (% do total de a.a. livres) nas
- has (A) e nas raízes ( 8 ) de plantas de feijão-cie-corda, cultivares Vita 3

) eVita 7 (V7), noduladas na presença(+N) e na ausência (-N) de 5 mM
N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias

nsecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
resentam o desvio padrão. 177

gura 33. Concentração aminoácidos livres totais nas folhas (A) e nasZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-a iz e s ( 8 ) de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7),
uladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-,

bmetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e
c e plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio
o a d r ã o . 178

gura 34 Concentração aminoácidos livres totais (A) e concentração de
ídeos (8) em caules de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3)

Vita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de
03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias
nsecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

:-epresentamo desvio padrão. 179

gura 35 Atividade in vivo de redutase de nitrato em discos de folhas (A)
concentração de NO-3 ( 8 ) em folhas de plantas de feijão-de-corda,
ltivares Vita 3 eVita 7, noduladas na presença de 5 mM de N03-,
bmetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e
plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio

o a d r ã o . Os valores correspondentes a 100% de atividade de RN do controle
- ram de 1,83 e 1,80 mmoles de N02-/kgMF/hora, para Vita 3 eVita 7,
--espectivamente. 183

gura 36 Concentração de N03-em caules (A) e em raízes ( 8 ) de plantas
feijão-de-corda, cultivares Vita 3 eVita 7, noduladas na presença de 5
de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias

secutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
resentam o desvio padrão. 184

gura 37. Concentração de proteínas solúveis totais em folhas de plantas
feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na

nça (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à

idratação progressiva/seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
" adas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão. 185

xiv



uraXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA38.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAAtividade de glutamina sintetase, na base de proteínas (A) e na
de massa seca (B) em folhas de plantas de feijão-de-corda, cultivaresZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3 ( V 3 ) eVita 7 (V 7 ) , noduladas na presença (+N) e na ausênda (-N)
5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3

consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
esentam o desvio padrão. 1 8 6

gura 39. Atividade de glutamina sintetase (G S ) , em relação à massa seca
) e proteínas solúveis totais ( B ) de nódulos de plantas de feijão-de-corda,
tivares Vita 3 (V 3 ) eVita 7 (V 7 ) , noduladas na presença (+N) e na

usênda (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva
seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente

ntrole). As barras representam o desvio padrão. 1 8 7

gura 40 Concentração de leghemoglobina dos nódulos (A) e ureídeos da
. do xilema ( B ) de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V 3 ) e

7 (V7), noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de
3 - , submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias
secutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

~ resentam o desvio padrão. 1 8 8

xv



USTA DE TABELAS

PáginaaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

- Tabela 1. Composição da solução nutritiva utilizada para o cultivo
plantas de feijão-de-corda e das soluções estoque utilizadas no
preparo. 78

- TabelaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 . Porcentagem de aminoácidos totais de farinha de
- has de plantas de feijão-de-corda submetidas a 4 dias consecutivos

estresse hídrico e reidratadas após esse período. 1 1 0

- Tabela 3 . Porcentagem de aminoácidos totais de farinha de
, ulos de plantas de feijão-de-corda submetidas a 4 dias

secutivos de estresse hídrico e reidratadas após esse período. 1 1 1

xvi



ABREVIATURASE DEFINICÕES

B - Yeast medium broth (meio de cultura com levedura)

- Atividade de redutase do nitrato

:: - Atividade de glutamina sintetase

BISCO - Ribulose bisfosfato carboxilase/oxigenase

/GOGAT - Glutamina sintetase/glutamato sintase

- Potencial de água

-EPES - Ácido N-2-hidroxietilpiperize-N'-2-etenosulfônico

EDA - N-l-naftiletilenodiamina dicloridrato

S - Dodecil sulfato de sódio

- massa fresca

- massa seca

- Albumina sérica bovina

- conteúdo relativo de água

- Ácido abscísico

TRIS - Hidroximetilaminometano

xvii



RESUMO

A despeito da importância das leguminosascultivadas no suprimento de

teínas vegetais para o homem e outros animais, a partir da reciclagem do N

veniente do N2da atmosfera, praticamente não existe trabalhos sobre a fisiologia

nutrição nitrogenada dessas leguminosas noduladas na presença de nitrato e sob

ndições de déficit hídrico. Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido

m o objetivo de esclareceraspectos relacionadoscom alguns efeitos e mecanismos

estresse hídrico sobre a assimilação de nitrato e a fixação simbiótica de N2,

lacionado com mecanismos de ajustamento osmótico, em plantas noduladas deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

=NMLKJIHGFEDCBAV ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp]. Foram conduzidos três experimentos em condições de

casa de vegetação, próximas daquelas naturais, no período de setembro à

ovembro, em Fortaleza, Ceará. As plantas de feijão-de-corda, cultivares VitaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 e

rta 7, foram inoculadas com a estirpe CB-756 de R h iz o b iu m spp., na presença ou

ausência de 5 mM de NO-3,em vasos de Leonard modificados contendo uma

istura de s ã c a : vermiculita 1 :2 (v/v) e irrigados com solução nutritiva por aspersão

capilar. O estresse hídrico foi introduzido aos 28 dias após emergência (fase

egetativa, início do crescimento exponencial), através da suspensão da irrigação

urante 4 (experimentos 1 e 2 ) ou 3 (experimento 3 ) dias consecutivos, seguido de

reirrigação por dois dias, nos dois primeiros experimentos. Plantas noduladas de

eijão-de-corda apresentaram boa adaptação ao déficit de água e excelente

recuperação à reidratação. A integridade do aparelho fotossintético, em termos das

concentrações de clorofilas, foi pouco alterada pelo estresse hídrico. Os nódulos e

em menos intensidade as folhas foram as partes mais severamente afetada pelo

estresse hídrico. As folhas foram menos afetadas pelo estresse do que os nódulos

em termos da manutenção do balanço proteínas/fitomassa. A adaptação ao déficit

ídrico da cultivar Vita 7 foi mostrada pelo incremento no crescimento das raízes e

reduções drásticas na acumulação de massa seca da parte aérea. As plantas de

eijão-de-corda mostraram um intenso e rápido acúmulo de prolina livre,

particularmente nas raízes, em resposta às pequenas reduções na disponibilidade

hídrica, provavelmente como um mecanismo de ajustamento osmótico.
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'1€SSaScondições, foi a partir das drásticas alterações na morfologia das folhas, que

esentaram um aumento intenso no tamanho médio dos folíolos, em relação a

=ssa mesma cultivar nodulada na presença de nitrato. A maior sensibilidade de Vita

, nodulada na ausência de nitrato, foi, ainda, inferida pelos decréscimos na

mulação de prolina nas folhas. Por outro lado, Vita 7 mostrou intensa redução no

, mulo de prolina em folhas e raízes,em relação às plantas noduladas na presença

nitrato, quando ambas foram submetidas ao déficit hídrico. As duas cultivares

raram semelhantesaumentos nas concentraçõesde ureídeos no caule por efeito

cesse tratamento. Na presença deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA5 mM de NO-3as cultivares Vita 3 eVita 7

esentaram semelhanças na assimilação de nitrato (atividade da redutase do

to e acúmulo de nitrato) e nos parâmetros relacionados com a fixação de N2

ncentração de leghemoglobina, atividade de glutamina sintetase nos nódulos e

centração de ureídeos na seiva do xilema), tanto na condição normal como na

nça de déficit hídrico. A atividade específica de glutamina sintetase nas folhas

. ligeiramente aumentada pelo estresse hídrico nas duas cultivares. A cultivar Vita

, nodulada na ausência de nitrato, apresentou maior fixação simbiótica de N2, em

ação à presença de nitrato e também em relação à Vita 7 nodulada na ausência de

to. A maior fixação foi inferida a partir de um maior crescimento dos nódulos,

ior concentração de leghemoglobina e maiores fluxos de ureídeos na seiva do

.ema. O estresse afetou de maneira semelhante as duas cultivares em termos

es parâmentros relacionadoscom a fixação de N2.Os resultados mostraram que

dois processos de assimilação de N (redução assimilatória de NO-3e fixação e

assimilação de N2) foram intensamente sensíveis ao déficit de água, sendo que a

recuperação na atividade dos nódulos foi mais lenta do que a das folhas,

vavelmente devido a maior degradação de proteínas. As plantas de feijão-de-

rda mostraram capacidade de ajustamento osmótico através da acumulação de

Iina, principalmente nas raízes.A presença de nitrato favoreceu a adaptação das

ntas noduladas às condiçõesde déficit hídrico.
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ABSTRACT

Jespite the great importance of crop legumes in providing proteins to animais and

en through atmospheric nitrogen recycling there is few works dealing with the

ysiology and biochemistry of nodulated plants in presence of nitrate and under

vater deficit. CowpeaNMLKJIHGFEDCBA[V ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp] nodulated plants, cv. Vita 3 and

rta 7, inoculated with B ra d y rh iz o b iu m s p ., CB-756strain, in presence or absence of

5 mM NO-ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 , were grown under greenhouse conditions in modified Leonard jars

ntaining a 1 : 2 silica:vermiculite substrate and watered with a nutrient solution.

e water stress, initiated at 28 days after emergence (DAE), was imposed by

lhholding water for four (experiments 1 and 2 ) or three (experiment 3 ) subsequent

ys followed by rehydration during two days in the case of experiments 1 and 2 .

nder these conditions the nodulated plants showed a good adaptation to the water

eficit and an excellent recuperation after rehydration. In addition, the

otosynthetic apparatus seemed to be not affected, based on chlorophyll

ncentrations. Under water stress nodules and leaves were more seriously affected

although leaves suffered less as measured by the balance between proteinjmass.

e stress tolerance of Vita 7 was recognized by root growth and drastic reduction of

ry mass accumulation in the plant shoot. Cowpea plants showed intense and fast

accumulation of free proline, particularly in roots, in response to a mild reduction in

available water, probably as an osmotic adjustment. Soon after rehydration there

s an abrupt decrease in proline concentration. The free amino acid and ureide

concentrations increased intensively with the water deficit, whereas the relative

composition and concentration of total amino acids stayed unaltered. Leaf proline

losvnthesís was likely to be related to the increase in the glutamine synthetase (GS)

ctivity induced by water deficit. The nitrate reduction process in leaves, measured

rough nitrate reductase activity and nitrate accumulation in plant tissues, was

rastically reduced. However, 2 4 hours after rehydration, the stressed plants

recovered their nitrate reductase activity very quickly and showed a significant fali in

e nitrate concentrations in the root, stem and leaf. Contrary, nodule nitrate
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reductase activity was not affected during the water deficit which suggests the

predominance of a constitutive isoform in this tissue in comparison with the enzyme

present in leaves inducible by nitrate. The symbiotic fixation of nitrogen was greatly

reduced under water deficit as evaluated by noclule growth, glutamine synthetase

activity, leghemoglobin, and ureide concentrations into xylem sapoThis reduction as

well as its recovering from water deficit was slower than recovery of leaf nitrate

reductase activity and nitrate mobilization in the roots suggesting that noclules are

more affected than leaves regarding to protein integrity when the plants were

subjected to water deficit followed by rehydration. Noclulated Vita 3 and Vita 7

cultivars, when in presence of 5 mM NO-ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 , showed the same intensity of growth and

dry matter distribution. The water deficit induced in Vita 3 a more conspicuous

decrease in leaf dry matter. Vita 7 accumulated free proline mainly in the roots while

Vita 3 accumulated free amino acids suggesting that they use different strategies of

osmotic adjustment when submitted to water deficit. NoclulatedVita 3 in absence of

nitrate procluced higher amount of total dry matter than Vita 7. In this condition, Vita

3 was, apparently, more sensitive to the water shortage since its leaves had

morphological alterations characterized by an abnormal enlargement and leaf proline

accumulation diminished in comparison with the same cultivar in presence of nitrate.

NoclulatedVita 7 in absenceof nitrate showed a decline in proline accumulation, both

in leaves and roots, in contrast with stressed Vita 7 plants in presence of nitrate.

Both Vita 3 and Vita 7 cultivars showed similar accumulation of ureides in stem

under drought conditions. In presence of SmM nitrate, irrespective if under water

stress or not, both cultivars showed similarities among N assimilation (nitrate

reductase activity and nitrate accumulation) and in the parameters related to N2

fixation (Ieghemoglobin concentration, noclule glutamine synthetase activity, and

ureide concentration in the xylem sap). The specific activity of leaf glutamine

synthetase was slightly higher in both cultivars under water stress. NoclulatedVita 3,

in absence of nitrate, showed a better N2 fixation rate in relation to the presence of

nitrate and also in comparison with noclulated Vita 7 in absence of nitrate. This

higher N2 fixation capacity was based on a better noclule growth, higher

leghemoglobin and ureide concentrations, and higher flux of ureide into xylem sapo

Overall the results showed that the two N2 assimilation processes (assimilatory
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reduction of NO-3 and N2 fixation and NH3 assimilation) were highly sensitive to the

ater stress in Vita 3 and Vita 7 and that the nodule recovering was slower than in

the leaves probably owing to a higher protein degradation rate. The cowpea plants

were able to evolve an osmotic adjustment through proline accumulation, particularly

in the roots. Furthermore the presence of nitrate contributed positively for the

adjustment of the nodulated plants under water deficit conditions.
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1-INTRODUCÃO GERAL

_••. Identificação do Problema e Objetivos

A cultura do feijão-de-cordaDCBA[ V ' i g n a u n g u ic u la ta (L.) Walp] representa a

. dpal fonte de proteínas de origem vegetal para a população do norte e nordeste

_ Brasil. A utilização dessa espécie de feijão pela população de baixa renda pode

resentar, na realidade, a sua principal fonte alimentar. A despeito de sua enorme

rtância sócio-econômica, observa-se que sua produtividade na região do semi-

:: . o brasileiro alcança valores pouco significativos, em termos do potencial

_ ético-fisiológico dessa leguminosa. Assim, conforme dados do IBGE de 1995,

- umas regiões produtoras do Ceará obtiveram produções menores que 200 kg/ha !

Por outro lado, sob condições de irrigação, nas mesmas áreas do semi-árido,

atuais cultivares utilizadas podem alcançar produções próximas de 1.700 kg/ha.gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ

essante observar que em outras regiões do mundo, como no Vale Central da

~ ifórnia (E.U.A), já alcançaram-se produções de até 4.000 kg/ha. Na realidade, a

utividade do feijão-de-corda em outros países tem aumentado, enquanto que no

~:-asil ela tem diminuído nos últimos anos. A despeito dessa cultura apresentar

- celentes caracteristicas de tolerância para as condições estressantes de deficiência

- rica e temperaturas elevadas, tem-se observado que as atuais cultivares

ndidas, associadas ao baixo nível tecnológico e a grande escassez de água, tem

do aqueles baixos níveis de produtividade dessa leguminosa.

Apesar da existência de um número razoável de trabalhos publicados a

ito do comportamento fisiológico dessa leguminosa frente ao déficit de água,

rva-se que os mesmos concentram-se nos aspectos da produção de grãos,

:rescimento, análise da produção biológica e alguns envolvendo as relações hídricas

- planta. Entretanto, ao nível molecular, existe uma carência de estudos publicados

- o para essa espécie como para as leguminosas em geral, em termos dos

+ecanlsrnos bioquímicos relacionados com os efeitos do déficit de água e com a

âncía diferencial aos estresses. A compreensão desses mecanismos poderão, no

1
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ro, contribuir para o melhoramento genético dessa e de outras culturas,

índpalrnente através da engenharia genética ou biotecnologia.

Os dois fatores do ambiente que comumente limitam a produtividade agrícola

e que podem ser alterados facilmente pelo homem são a disponibilidade de água e

e nitrogênio no solo. As culturas de leguminosas são as únicas capazes de

"lizarem, como fonte de N, de forma isolada ou simultânea, o nitrato do solo ou

~rtilizante e o N2através de simbiose com bactérias do tipo rhizóbio. O feijão-de-

rda, neste contexto, caracteriza-se por apresentar excelente capacidade de

ulação e fixação de N2 com um largo espectro de estirpes nativas dos solos.

felizmente, muito pouco é conhecido sobre as interações rhizóbio-Ieguminosa sob

ndições de déficit de água. Além do mais, a intensidade da variabilidade genética

os pares simbiontes sob condiçõesde estresseé também muito pouco conhecida.

Apesar da capacidade de utilização simuntânea de NO-3 e N2 pelas

eguminosas em geral, é conhecida, já há bastante tempo, a ocorrência de um forte

efeito inibitório do nitrato sobre a nodulação e a fixação de N2. Os mecanismos

íoquírnícos dessa inibição são ainda desconhecidos, apesar de algumas

especulações na literatura. Por outro lado, baixos níveis de nitrato no solo são

favoráveis para o crescimento inicial da planta nodulada, enquanto que algumas

cultivares noduladas podem responder positivamentegfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà aplicação de nitrato na fase

e enchimento das vagens, possivelmente como uma fonte adicional de N. É

" teressante observar que existe uma grande variabilidade genética entre os

simbiontes para tolerância aos níveis de nitrato no solo, em termos de capacidadede

odulação e eficiência de fixação de N2.

O processoglobal de assimilaçãode nitrogênio pode ser caracterizado como o

conjunto de transformações bioquímicasque levam as formas de N-inorgânico (NO-3,

H4+, N2) até aminoácidos. A redução de NO-3 até NH3, através das enzimas

redutase de nitrato(E.C.1.6.6.1) e redutase de nitrito(E.C.1.6.6.4), é extremamente

ependente do potencial de água dos tecidos. Na realidade, redutase de nitrato é

ma das enzimas mais sensíveisao déficit de água nas plantas superiores. Por outro
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~do, apesar da escassezde pesquisassobre os efeitos do estresse hídrico sobre o

rocesso de fixação de N 2 , trabalhos com soja nodulada tem mostrado que a

isponibilidade de água afetou muito mais intensamente a fixação de nitrogênio do

ue a taxa de fotossíntese. Entretanto, nada se conhece sobre qual (is) passo (s)

loquímlcos da redução de N 2 e assimilaçãode N H 3 nos nódulos são mais afetados

pelo déficit de água.

Em condições de campo, portanto, o feijão-de-corda poderá utilizar

simultaneamente N O -3 e N 2 como fontes de nitrogênio. Qual das duas vias de

assimilação de N será mais sensível ao déficit de água? Qual a importância relativa

da assimilaçãode N na sensibilidade(ou tolerância) ao déficit de água, em termos de

reflexos na redução do crescimento? Qual a importância do N O -3 como fonte

suplementar de N e como precursor para o ajustamento osmótico? Quais relações

existem entre assimilaçãode N e o ajustamento osmótico de leguminosas noduladas

bmetidas ao déficit de água?

o presente trabalho foi realizado visando responder aos questionamentos

anteriores, assim como contribuir para um conhecimento mais amplo a respeito da

iologia de plantas cultivadas submetidasao estresse hídrico.
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.2 Revisão de Literatura

1.2.1. A cultura do feijão-de-corda

o feijão caupi ou feijão-de-corda ou feijão macassar ou feijão-da-colônia ou

:eijão-de-praiaDCBA[ V i g n a u n g ü ic u la ta (L.) Walp.], é uma leguminosa dicotiledônea

comestível, dotada de alto conteúdo protéico, boa capacidade de fixação de

itrogênio, sendo ainda, pouco exigente em fertilidade de solo. Além disso, a cultura

presenta tolerância excelente para as condições de baixa disponibilidade de água

s solos e altas temperaturas, características da região semi-árida. Trata-se de

alimento básico para a população, e representa o principal cultivo na maioria dos

unicípios das regiões Norte e Nordeste do Brasil, constituindo a principal fonte de

oroteínas de origem vegetal nessas regiões, sendo também amplamente distribuído

mundo (ARAÚJO & WATT, 1988).

o feijão-de-corda é uma leguminosa que pertence à farnilia L e g u m ín o s a e ,

íbo P h a s e o la e , subtribo P h a s e o l in a e e ao gênero V ig n a . Colocada em sua primeira

ssificação botânica como pertencente ao gênero P h a s e o lu s ou D o lí c h o s , hoje, é

assificada e aceita mundialmente como V ig n a . (FREIRE-FILHO, 1988). Esse gênero

i dividido em 7 subgêneros, consistindo de várias espécies e, dentre elas, está a

I g n a u n g ü ic u la ta , amplamente distribuída nas regiões tropicais e subtropicais como

rmas selvagens e cultivadas (MARÉCHAL e t a I . , 1988). A sua origem está ligada,

orovavelrnente, ao continente africano, encontrando, no Brasil, boas condições de

ima e solo para a sua adaptação.

Tendo como hábitat as regiões de clima quente (úmida ou semi-árida), o

eíjão-de-corda é cultivado predominantemente nas regiões Norte e Nordeste do

:>aís.Estas regiões, com características edafoclimáticas distintas - o Norte, bastante

•mido e quente e coberto pela floresta; e o Nordeste, com o semi-árido e o sertão -

enquadram-se na faixa de temperatura ideal para o cultivo do feijão-de-corda (18 D C

- 34 D C ) (NG & MARÉCHAL, 1985). Atualmente, o gênero V íg n a é composto por 160
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, ies, a maioria de origem africana, com apenas seis espécies cultivadas,

cando-se cinco subespécies dentro da espécieDCBAV i g n a u n g ü ic u la ta : u n g ü ic u la ta ,

tndnce. s e s q u ip e d a l is , d e ld n ü a n a e m e n e n s is (STEELE & MEHERA, 1980). O feijão-

orda foi introduzido no Brasil no século XVII por colonizadores portugueses e

nhóis, bem como por escravos africanos (FREIRE-FILHO e t a i , 1 9 8 2 ) .

O feijão-de-corda é amplamente cultivado pelo pequeno produtor das regiões

is pobres do Brasil e tem sido crescente a sua comercialização, embora requeira,

- da, maior incremento. Dadas as grandes qualidades do feijão-de-corda, em

os nutricionais superiores aos feijões comuns ( P h a s e o lu s spp.), e o seu

tivamente baixo custo de produção (ARAUJO & WATT, 1988), parece relevante

_ mentar a produção, comercialização e difusão do feijão-de-corda, não só para o

rte e Nordeste, mas também para as demais regiões do País, que possuem uma

pulação com sérias carências protéicas e alimentares. Portanto, a importância do

- hão-de-corda para o Brasil, e, em particular, para o Norte e Nordeste - onde a sua

ução está melhor adaptada -, não se restringe, apenas, aos aspectos

priamente sociais, por ser alimento básico rico em proteínas (PINTO, 1998), e por

estar ligado aos pequenos agricultores, mas envolve, potencialmente, um leque

....,ior de aspectos econômicos como, por exemplo, uma integração do processo

~utivo, como tal, ao complexo agroindustrial.

O feijão-de-corda é cultivado para produção de grãos secos, grãos verdes e

gens, para a alimentação humana e também na produção de ramos e folhas, para

:: alimentação de animais (STEELE& MEHERA, 1980; OliVEIRA & CARVALHO, 1988).

a sua rusticidade, capacidade de se desenvolver bem em solos de baixa fertilidade

sua habilidade de fixar nitrogênio, o feijão-de-corda pode ser utilizado como adubo

de na recuperação de solos naturalmente pobres em nutrientes ou esgotados pelo

intensivo (BRESSANI & ELIAS, 1980; OLIVEIRA & CARVALHO, 1988 e UZOGARA

OFUYA, 1992). Os modernos centros de produção de sementes secas do feijão-de-

da são o Oeste da África (Nigéria), Índia e Brasil (STEELE & MEHERA, 1980).



No Brasil, dados recentes mostram uma produção de feijão-de-corda de

750.000 toneladas por ano, predominando nas Regiões Norte e Nordeste. Nos

Estados do Amazonas, Maranhão, Piauí, Ceará e Rio Grande do Norte o cultivo do

eijão-de-corda representa de 95 a 100% do total das áreas plantadas com feijão

BGE, 1995). O resultado da nossa baixa produção agrícola é o aumento das

ímportações de alimentos e, consequentemente, transferência de divisas para o

exterior. De 1990 a 1995, a importação de 0,76 milhões de toneladas de feijão foi

responsável por 13,2% do déficit da balança comercial (CUNHA, 1997). No caso

específico do feijão, a produção permanece praticamente estagnada ao longo dos

'Itimos 35 anos e o rendimento médio que era de 656 kgjha na década de 60, caiu

para 514 Kgjha na década de 70, 444 Kgjha na década de 80 e 556 Kajha nos anos

90, contrastando com o crescente aumento de produtividade obtido por grandes

ntros produtores como Argentina e China (1.000 Kajha) e Japão e Estados Unidos

"1.700 Kajha).

Nos países emergentes, como o Brasil, o consumo de proteínas de origem

vegetal chega a 78,8%, tornando-se fonte principal ou, em alguns casos, fonte

suplementar das proteínas da dieta (SINGH & SINGH, 1992). Na região Nordeste

brasileira, o consumo de feijão-de-corda nas áreas urbanas corresponde a 41% dos

feijões em geral, enquanto que nas áreas rurais, onde a qualidade do feijão é

elhor, a proporção sobe para 57%. A quantidade de feijão consumida por

populações rurais representa mais do que o dobro de algumas áreas urbanas. A

, ica área metropolitana que apresentou valores comparáveis às áreas rurais, foi o

unicípio de Fortaleza, onde o feijão-de-corda consumido representou 71,9% do

feijão total (IBGE, 1995). O Ceará é o maior produtor brasileiro, sendo responsável

:JQr20% da produção total do País(TEIXEIRADCBAe t a I . , 1 9 8 8 ) .

A despeito do grande potencial genétiCO-fisiológicodo feijão-de-corda para

btenção de produtividades elevadas, observa-se, principalmente na região do serní-

árido brasileiro, produções incompatíveis com as necessidadese potencialidades da

Itura. Como exemplo, a produtividade obtida no município de Crateús-Ceará, na

safra de 1995, foi de apenas 197 kgjha (PINTO, 1998), enquanto que a maiorgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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utividade do Estado foi 570 kgjha, no baixo Jaguaribe. Entretanto, na região do

ale Central da Caütórnía, nos EUA, sob condições de irrigação, foram obtidos

dimentos de até 4.000 kgjha (TURKgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& HALL, 1980 a).

Os principais fatores que contribuem para a baixa produtividade de feijão-de-

a na região do semi-árido são o baixo nível tecnológico utilizado (sementes não

Ihoradas geneticamente, preparo e correção dos solos etc), associado com as

dições ambientais desfavoráveis, tais como baixa disponibilidade de água no solo,

mperaturas elevadas e presença de salinidade nos solos (ARAÚJO & WATT, 1988).

:= possível que a ocorrência de temperaturas noturnas elevadas também contribua

ra a diminuição da produtividade, devido causar esterilidade e abscisão das flores

ARRAG & HALL, 1984). Apesar do feijão-de-corda ser bastante tolerante às

dições de seca e de altas temperaturas, principalmente durante sua fase

etativa, observa-se que a cultura é muito mais sensível a esses estresses durante

:: fase reprodutiva (TURK & HALL, 1980b).DCBA

V i g n a u n g u ic u la ta apresenta uma boa capacidade de nodulação com um largo

espectro de estirpes de rhizóbio, tanto aquelas nativas do solo, como sob inoculação

rtificial, inclusive nas condições do semi-árido (STAMFORD e t a l , 1988). Entretanto,

cos são os trabalhos da literatura, tanto nacional como estrangeira, que

:: líararn os efeitos e os mecanismos da seca sobre os processos envolvidos com a

ção simbiótica de N2 (sobrevivência do rhizóbio e infecção, nodulação,

::rescimento e desenvolvimento dos nódulos e mecanismos bioquímico-fisiológicos do

esso global) (SPRENT, 1981; GUERIN e t a I . , 1990). Por outro lado, essa

uminosa apresenta boas potencialidades para a utilização simuntânea de N2 e de

-3 do solo (baixas concentrações), apesar do antagonismo existentes entre essas

_ s fontes de N (SILVElRA e t a l , 1998 a).

1.2.2 O déficit hídrico

A seca é definida como um prolongado período sem água. Para um período de

seca afetar uma comunidade de plantas, o déficit de chuva deve levar a um déficit

rico do solo e por último, a um déficit hídrico da planta (LEVITT, 1980). O grau no
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deficiência de chuva provoca um déficit de água no solo depende da taxa de

..• ração durante o período sem chuva, das característicasfísicas e químicas do

e da umidade relativa da atmosfera. Entretanto, depende, de outra forma, de

número de características das plantas que influenciam a absorção de água, a

de transpiração e suas respostas à falta de água. É o grau no qual a planta

e suportar a falta de chuva que caracteriza sua resistência à seca (PALEG&

INALL, 1981; HANSON& a r rz , 1982; SCHULZE,1986). Dentre os mecanismos

resistência à seca, existem vários tipos que capacitam as plantas a resistir a seca,

orme mostrados nas revisõesde TURNER(1979) e JONESDCBAe t a l . ( 1 9 8 1 ) .

o esquema a seguir (SAUSBURY& ROSS,1992) demonstra a seqüência de

tos que ocorrem em relação ao desenvolvimento do estresse hídrico. É

portante perceber que os últimos eventos são quase que indubitavelmente

stas a um ou mais dos primeiros eventos, mais do que até mesmo do estresse

íco, O crescimento celular parece ser a resposta mais sensível ao estresse

rico. Diminuindo-se o potencial de água de somente - 0,1 Mpa (às vezes menos)

lta no decréscimo perceptível do crescimento celular (irreversível alongamento

lar) e assim redução no crescimento da raiz e da parte aérea (SAKURAI &

RAISHI, 1988). HSIAO (1973), sugere que esta sensibilidade é responsável pela

rvação de que muitas plantas crescem principalmente à noite, quando o estresse

rico é menor. A inibição da expansão celular é comumente seguida por uma

ução na síntese de parede celular (SAUSBURY& ROSS,1992).

A síntese de proteína pode ser quase igualmente sensível ao estresse hídrico

OBEL, 1992). Estas respostas são observadas somente em tecidos que estão

almente crescendo rapidamente (sintetizando os polissacarídeos da parede

ular e proteínas, bem como se expandindo). Os efeitos sobre a síntese de

teínas ocorrem aparentemente, sobre a atividade do ribossoma (CARPITA,1992).

- potenciais um pouco mais negativos, a formação de protoclorofila é inibida,

bora esta observação seja baseada em poucos estudos (NOBEL, 1992). Muitos

dos indicam que a atividade de certas enzimas, especialmente redutase de

. to (SHANER& BOYER,1976 ~ b ; SINHA & NICHOLAS, 1981), fenilalanina
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mônia liase (PAL) e algumas outras, decrescem prontamente quando o estresse

, rico aumenta (SALISBURY & ROSS, 1992). Poucas enzimas tais como a-amilase e

- nucleases, mostraram aumento de atividade (NOBEL , 1992 ).

S E N SD SD JD A D E G EN B I A L lZ A D AN J E S 1 1 lE S S E K ÍD IllI :O D E PA R Â M E lR o s o u P R O C E S SO S D E P L A N TA S

S E N SD S n .lD A D E A O E S 1 I lE 5 S E

T ec id o • • • • u e d • • •" " to r~

T e c tm •• • • C l" Id n e n to r ;ip ld o

er-ca.moClll •..•••

S rm - . • • • • • • .• • •

S rm - . • • • • .• • • • • • .•

F o rm açA o "

..-o tD c lo ro f lla

N if t l • •

• . ~ .N II • • • t .

A cu n a lIa ç a o • • • A B A

N iv e l '" c :I t .c • • • • •

A b e1w a e n .n .i t ic a

M 8 In o IIa ç h " ~

b sp lra çA o
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Extraído e adaptada de SALISBURY & ROSS (1992).

Pensou-se que tais enzimas hidrolíticas poderiam quebrar amido e outros

ateriais para tomar o potencial osmótico mais negativo, desse modo resistindo à

seca (ajustamento osmótico) (MORGAN, 1984), mas estudos cuidadosos nem sempre

stentam essa idéia. A fixação e a redução do nitrato também decrescem com o

estresse hídrico, uma descoberta que é consistente com a queda observada na

tividade da redutase de nitrato (FOYER et al, 1998). Em níveis de estresse que

causam mudanças observáveis nas atividades das enzimas, a divisão celular também

é inibida e os estômatos começam a fechar, levando a uma redução na transpiração

e fotossíntese (SHANER & BOYER, 1976; NICHOLAS & SINHA, 1981; KAISER, 1987).

Tem havido muitas controvérsias se a queda comumente observada na

, tossíntese em resposta ao estresse moderado é causada pelo fechamento dos



ômatos ou mais diretamente pelo estresse hídricoDCBAp e r s e (KAISER,gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 9 8 7 ) . Cálculos

straram altas concentrações de C02 interno sob estresse hídrico moderado,

erem que a própria fotossíntese é inibida. Contudo, há evidências sugerindo que

baixas taxas de transpiração podem levar ao decréscimo da fotossíntese (BUNCE,

_ 8 8 ) . Medições das respostas de várias enzimas fotossintéticas ao estresse hídrico

tam b ém sugerem um efeito direto do estresse hídrico (VU & YELENOSKY, 1 9 8 8 ) .

Mais ou menos no mesmo nível de estresse que esclarece os efeitos sobre

imas, a concentração de ácido abscísico (ABA) começa a aumentar rapidamente

::. tecidos de folhas e, em uma menor escala, em outros tecidos, incluindo a raiz

RADFORD & HSIAO, 1 9 8 2 ; SALISBURY & MARINOS, 1 9 8 5 ; SALISBURY & ROSS,

9 9 2 ; GOMES e t a I . , 1 9 9 7 ) . Isto leva ao fechamento dos estômatos e redução da

c a n sp íra ç ã o (SALISBURY & ROSS, 1 9 9 2 ; BRAY, 1 9 9 3 ) . Em conseqüência, o ABA

oarece inibir o crescimento da parte aérea, promovendo o crescimento da raiz, o que

oodería aumentar o suprimento de água para a planta. Há também evidências de

e concentrações baixas de ABA aumentam a taxa de condutância de água através

s raízes, o que reduziria o estresse hídrico na parte aérea. Muitas dessas

- aptações envolvendo o ABA são melhor observadas em mesófitas. As xerófitas

sempre têm outras adaptações (KRIEDEMANN & LOVEYS, 1 9 7 4 ) .

O etileno também parece ter um papel nas reações de estresse. Ele aparece

::. resposta a vários fatores de estresse, incluindo excesso de água (JACKSON,

9 8 5 ) , patógenos de plantas, poluição do ar, corte de raiz, transplante, movimentos

'egetais e talvez, a seca (T 1E T Z & llETZ, 1 9 8 2 ) . Embora estresses sejam

ativamente suave em \f 'w = - 0 ,3 a - 0 ,8 MPa , interações e respostas indiretas,

começam a ser regra. O decréscimo de citocininas em folhas de algumas espécies diz

-espeíto a esses níveis. Em potenciais um pouco mais negativos, o aminoácido

olina começa a aumentar rapidamente, algumas vezes elevando-se a níveis de 1%

matéria seca do tecido (PALEG & ASPINALL, 1 9 8 1 ) . Aumentos de 1 0 a 1 0 0 vezes

são comuns. Dependendo da espécie, outros aminoácidos e amidas, especialmente

oetaína, também se acumulam quando o estresse é prolongado. A prolina é

m te tíz a d a d e n o v o a partir do ácido glutâmico e, provavelmente, a partir de

1 0



carboidratos, em último caso (PALEG & ASPINALL, 1981). Estes compostos,

oossívelrnente,contribuem para o ajustamento osmótico.

Em níveis mais elevadosde estressegfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( 'Pw = - 1,0 a - 2,0 MPa) a respiração, a

nslocaçãode assimiladose a assimilaçãode C 0 2 caem a níveis próximos de zero.

atividade de enzimas hidrolíticas aumenta consideravelmente e o transporte de

s pode ser diminuído. Na verdade, em várias espécies, a respiração muitas vezes

menta, não diminuindo até que estresseshídricos de - 5,0 MPa sejam atingidos.

plantas normalmente recuperam-sese reirrigadas, quando o estresseestá entre -

,0 a - 2,0 MPa, significando que, ao invés da severidade do estresse hídrico, a

-esposta ao estresse é elástica ou, no mínimo, levemente elástica, porque o

crescimento e a fotossíntesede folhas jovens frequentemente não alcançamas taxas

"ginais por vários dias e as folhas velhas caem, porque o crescimento é

especialmente sensível ao estresse hídrico. As células são menores e as folhas

esenvolvem-se menos durante o estressehídrico, resultando na reduzida área para

- fotossíntese. Além disso, as plantas podem ser especialmente sensíveis mesmo a

seca moderada durante certos estágios do desenvolvimento. Por último, no sentido

e produção final, as respostas ao estresse são realmente plásticas, mesmo com

estressehídrico moderado (SAUSBURY& ROSS,1992).

Embora a área da folha seja importante, porque a fotossíntese é usualmente

oporcional a ela, a expansão rápida da folha poderá adversamente afetar a

" ponibilidade da água. Se ocorre precipitação somente durante o inverno e a

mavera e os verões são secos, as plantas jovens, na primavera terão ampla

midade de solo, e o estresse aumenta rapidamente no verão. O crescimento

ematuramente acelerado pode resultar em folhas com grandes áreas levando a

ma rápida e prematura diminuição da água na planta, agravada pela baixa

idade do solo para que a planta complete seu ciclo de vida. Nesta situação,

somente as plantas que retêm alguma água para reprodução ou que completarem o

"do de vida mais rapidamente, antes do início da seca (fuga da seca) é que

oduzirão sementes para a próxima geração (rAIZ & ZEIGER,1991).

11
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As respostas mais rápidas ao estresse hídrico devidoponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà desidratação parecem

ser por intervenção de eventos biofísicos, mais do que por mudanças nas reações

químicas. Uma vez que o conteúdo de água da planta diminui, as células se

contraem e suas paredes retraem (TAIZ & ZEIGER, 1991). Esta diminuição no

volume da célula resulta em pressão hidrostática mais baixa ou perda da

turgescência. Como a perda de água aumenta e as células se contraem mais, as

substâncias dissolvidas nas células tornam-se mais concentradas. A membrana se

orna mais densa e mais comprimida, já que ela cobre uma área menor do que

antes. Pelofato de ser a perda da turgescência o primeiro efeito biofísico significativo

do estresse da água, podemos esperar que as atividades dependentes de

turgescência sejam as mais sensíveisaos déficits da água. A expansão da célula é

um processodependente de turgescência (TAIZ & ZEIGER,1991) e é extremamente

sensívelao déficit de água.

A área total da folha de uma planta não permanece constante depois que

odas as folhas tiverem amadurecido. Se a planta tornar-se estressada por escassez

de água, depois que uma área substancial da folha estiver desenvolvida, as folhas

envelhecerão e cairão (abascisão) (TAIZ & ZEIGER, 1991). Este ajustamento da

área da folha é uma mudança importante a longo prazo, que melhora a

adaptabilidade da planta para um meio ambiente com restrição de água. Na verdade,

muitas plantas decíduas de deserto, durante a seca, dependem de uma versão

extrema da reação ao estresse, desfolhando-se totalmente durante a seca e

nçando novas folhas após as chuvas. Este ciclo pode ocorrer duas ou mais vezes

em uma simples temporada. O processo de abscisão durante o estresse da água

resulta do aumento, em grande escala da síntese e da reação ao etileno, hormônio

endógeno da planta (TAIZ & ZEIGER,1991).

Os déficits mais fracos de água também afetam o desenvolvimento do sistema

da raiz. A relação raiz/parte aérea parece ser comandada por um equilíbrio funcional

entre a absorção de água pela raiz e a fotossíntese da parte aérea. Embora a relação

raiz/parte aérea dependa de processoscomplexos de desenvolvimento e nutrição, o

conceito de equilíbrio funcional poderá ser simplesmente assim enunciado: Uma raiz
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crescerá até ficar tão grande que a absorção de água pela raiz limitará um maior

crescimento; ou o reverso, as raízes crescerão até que sua demanda pelo

fotossíntato da parte aérea iguale o suprimento. Este equilíbrio funcional será

alterado, se o suprimento de água diminuir. Quando a absorção da água é cortada,

o processo de expansão da folha é afetado muito cedo, porém a atividade

otossintética é muito menos afetada (rAIZ & ZEIGER,1991).

A inibição da expansão da folha reduz o consumo de carbono e energia, e

uma maior proporção dos assimilados da planta poderá ser distribuída ao sistema

radicular, onde poderão suportar um crescimento maior. Ao mesmo tempo, os ápices

a raiz num solo seco perdem turgescência e o próprio solo que vai secando

apresenta cada vez mais uma estrutura rígida. Todos esses fatores levam o

crescimento da raiz para zonas de solo que permanecem úmidas (rAIZ & ZEIGER,

991). Quando o início do estresseé mais rápido ou a planta atinge sua área total da

olha antes do início do estresse, há outras reações que protegem a planta contra a

esidratação. Sob tais condições,os estômatos fecham para reduzir a evaporação da

área da folha existente. O fechamento do estômato pode ser considerado uma

erceira linha de defesa contra a seca. A absorção e a perda de água nas células

guardas modificam sua turgescência e controlam a abertura e o fechamento

estomático (rAIZ & ZEIGER,1991).

Uma redução no conteúdo de soluto das células guardas resulta em perda de

água e turgescência diminuída, conduzindo ao fechamento estomático. O processo

a perda de soluto das célulasguardas é acionado pela condição de redução da água

o resto da folha, havendo evidências de que o ácido abscísico (CORNISH &

ZEEVART,1985; TAIZ & ZEIGER, 1991; BRAY, 1993) desempenha um importante

papel neste processo. O aumento da síntese de ABA ocorre após o fechamento ter

omeçado e parece melhorar ou prolongar o efeito do fechamento inicial (HARTUNGZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

e t a / . , 1988). As respostas estomáticasponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà desidratação da folha podem variar

enormemente, tanto entre espécies, quanto dentro da mesma espécie. O estômato

e algumas espéciesque retardam a desidratação do tecido foliar, como o feijão-de-

corda (V ig n a u n g u ic u /a ta ) e a mandioca (M a n ih o t e s c u /e n ta ) , não reagem
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rmalmenteponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà falta de água, pois a condutância estomática e a transpiração

minuem tanto, que o potencial de água da folha pode permanecer quase constante

curante a seca (RADIN & HENDRIX, 1988).

o estresse da água normalmente afeta tanto a condutância estomática,

anto a atividade fotossintética na folha. Quando do fechamento estomático

rante os estágios iniciais do estresse da água, a eficiência do uso da água pode

mentar (mais C02 absorvido por unidade de água transpirada), porque o

~amento estomático inibe a transpiração mais do que diminui as concentrações de

02 intercelulares e a desidratação das células do mesófilo inibe a fotossíntese.

ando o estresse se torna severo, contudo, a eficiência do uso da água

rmalmente diminui e a inibição do metabolismo do mesófilo se toma mais forte. O

eito relativo do estresse sobre a condutância estomática e fotossíntese pode ser

avaliado quando se coloca as folhas estressadas no ar contendo altas concentrações

..•e C02 (HANSON & HTIZ, 1982; SCHULZE, 1986). As limitações estomáticas à

- ossíntese poderiam ser devido a uma alta concentração de C02 externo, mas

alquer efeito direto do estresse hídrico sobre o metabolismo no mesófilo não será

-evertido por exposição a altas concentrações de C02 (TAIZ & ZEIGER, 1991).

Outra questão crítica com respeito aos efeitos do estresse da água é se o

esso do estresse afeta diretamente a translocação. O transporte do floema está

ado tanto à fotossíntese, que prc:x::fuzos substratos, quanto ao metabolismo nos

enos. O estresse da água diminui a fotossíntese e o consumo de assimilados nas

- has em expansão. Em conseqüência, , o estresse da água indiretamente diminui a

antidade de fotossintatos exportado pelas folhas. Pelo fato de ser o transporte do

ma dependente da turgescência, já foi questionado que, se o potencial de água

irninui no floema durante o estresse, a diminuição na turgescência deve também

, ibir o movimento dos assimilados (TAIZ E ZEIGER, 1991; SAUSBURY & ROSS,

~992).

As experiências, contudo, têm demonstrado que a remoção dos drenos não é

afetada, quando outros processos, tal como fotossíntese, já terão sido fortemente
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. ibidos, conforme mostra a figura abaixo. Esta relativa insensibilidade ao estresse,

permite às plantas uma mobilização e o uso de reservas onde elas são necessárias

~r exemplo, no crescimento da semente), mesmo quando o estresse é bastante

·goroso. A habilidade de se continuar removendo carbono é um fator chave, emponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

axíos os aspectos da resistência da planta à seca (rAIZ & ZEIGER, 1991).

50 Translocação
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Potencial Hídrico Foliar (MPa)

Extraída e adaptada de TAIZ & ZEIGER (1991)

o ajuste osmótico, ou acumulação de solutos pelas células, é um processo

o qual o potencial de água pode ser diminuído sem ser acompanhado por uma

minuição na turgescência (MORGAN, 1984). A modificação no potencial de água do

'do resulta simplesmente de modificações na pressão osmótica. O ajuste osmótico

- o deve ser confundido com o aumento na concentração do soluto, que ocorre

_ rante a desidratação e a murcha da célula. Em vez disso, é um aumento líquido no

teúdo do soluto que ocorre durante a desidratação da célula, independente das

ificações de volume, que têm lugar por causa da perda de água. O aumento na

são osmótica é bastante pequeno, entre 0.2 e 0.8 MPa, exceto em plantas

ptadas às condições extremamente secas. A maior parte do ajuste osmótico

e, normalmente, ser devido ao aumento na concentração de alguns solutos
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comuns, tais como açúcares, ácidos orgânicos e íons, especialmente K+ (CRAMERCBAe t ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

a l. ,1 9 8 5 ) .

Tem sido mostrado que as enzimas do citosol das células da planta são

;gorosamente inibidas por altas concentrações de íons. O acúmulo de íons durante o

ajuste osmótico parece ocorrer principalmente dentro de vacúolos, onde os íons são

nservados fora do contato com as enzimas do citosol e de organelas subcelulares.

:>ar causa da compartimentação dos íons, alguns outros solutos devem se acumular

citoplasma para manter o equilíbrio do potencial de água dentro da célula. Estes

os solutos, chamados solutos compatíveis (ou osmólitos compatíveis), são

mponentes orgânicos que não interferem com as funções da enzima. A prolinaponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé

m soluto compatível normalmente acumulado (ASPINNAL & PALEG, 1981); outros

são o sorbitol, um álcool derivado de açúcar e, a betaína, uma amina quaternária

VYN JONES & STOREY, 1981; WYN JONES & GORHAM, 1983). A síntese dos

lutos compatíveis é também importante no ajuste osmótico de plantas ao aumento

~ salinidade na zona da raiz (TAIZ & ZEIGER, 1991).

O ajuste osmótico se desenvolve lentamente, em resposta à desidratação do

"do. É importante, por isso, quando se estuda o ajuste osmótico, permitir-se um

to início do estresse, de modo a se prover tempo suficiente para as trocas

stanciais na síntese do soluto. No curso de vários dias, contudo, outras

ificações (crescimento, fotossíntese, etc.) estarão também acontecendo. Por

razão, não está claro se o ajuste osmótico é uma resposta direta e

ependente ao déficit da água, ou um resultado de algum outro fator, tal como a

de redução do crescimento. Não obstante, está claro que as folhas capazes de

- uste osmótico podem manter a turgescência a potenciais de água mais baixos do

as folhas não ajustadas (Mc CREE & RICHARDSON, 1987).

A manutenção da turgescência possibilita a continuação do alongamento da

ula e facilita a condutância estomática a potenciais de água mais baixos (TURNER

JONES, 1980). Neste sentido, o ajuste osmótico é uma aclimatação que melhora a

adeira tolerância à desidratação. A figura a seguir mostra a comparação entre
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ma planta de beterraba açucareiraZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(B e ta v u lg a r is ) , crescidasem vaso, uma espécie

íustável osmoticamente, e uma planta de feijão-de-corda (V ig n a u n g u ic u la ta ) , uma

espécie não ajustável que, ao invés, conserva água por fechamento estomático

rante o estresse. As folhas da beterraba açucareira mantiveram um potencial de

gua inferior ao das folhas de feijão-de-corda; a fotossíntese e a transpiração,

ntudo, durante o estresse foram apenas levemente maiores na beterraba

açucareira (Mc CREEponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& RICHARDSON,1987).
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Extraídae adaptada de TAIZ & ZEIGER(1991)

A maior diferença entre as duas plantas foi o potencial de água da folha.

=st:esresultados mostram que o ajuste osmótico promoveu a verdadeira tolerância à

•..esidratação, porém não tendo efeito maior na produtividade (Mc CREE &

CHARDSON, 1987). O ajuste osmótico também ocorre em raízes, embora o

ocesso não tenha sido tão extensivamente estudado como nas folhas. Este ajuste,

ontudo, pode ocorrer no meristema da raiz, melhorando a turgescência e mantendo
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seu crescimento, sendo um componente importante das mudanças de padrões no

crescimento da raiz, durante a redução da água no campo (Mc CREE &

::UCHARDSON,1987; TAIZ & ZEIGER,1991).

o ajuste osmótico é um mecanismo valioso da aclimatação ao estresse? Os

solutos se acumulam em um tecido simplesmente por causa da relação

estresse/inibição de crescimento em qualquer outro lugar? Estas perguntas devem

ser difíceis de se responder. Tentativas para aumento do ajuste osmótico nas folhas,

sejam genéticas (por cultivo e seleção) ou fisiológicas (por indução do ajuste com

éficits de água controlados), resultaram em plantas que cresceram mais

entamente. Então, a utilização do ajuste osmótico para melhorar o desempenho da

agricultura ainda está por se realizar (TAIZ & ZEIGER,1991).

1.2.3 Utilizaçãode nitrogênio pelas plantas.

O nitrogênio é fundamental para o crescimento e desenvolvimento de todas as

lantas cultivadas que o requerem em grandes quantidades. Normalmente, o

itrogênio é absorvido da solução do solo, na forma de íons nitrato (NOn ou amônio

~ H4+) (SMITH & GALLON,1993). A fonte mais importante de nitrogênio é o N03-,

forma mais abundante em torno das raízes,do que o NH4+. Entretanto, a solução do

solo freqüentemente apresenta baixas concentrações de N03- o que limita o

escimento da planta (SILVElRA & CROCOMO, 1985). A grande demanda de

itrogênio para altas produções agrícolas tem levado a um rápido aumento na

uantidade de aplicaçãode fertilizantes nitrogenados.

É prática agrícola corrente adubações nitrogenadas em grandes quantidades

e, para economizar o custo de aplicação, em geral, é efetuada uma única aplicação

e modo a suprir a demanda de N pela cultura durante a estação de crescimento. O

~ultado é um suprimento excessivo inicial, seguido de um progressivo declínio

através do ciclo da cultura até que o N alcance baixos níveis na solução do solo.

m o tempo, o nível de N no solo diminui devido a absorção pela planta, lixiviação,
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esnitrificação e outros processos de remoção (SMITH & GALLON, 1993; LEA, 1997).

faixa de concentração de NO·3 na solução nessas condições pode variar de 1 até

20 mM (SILVEIRA, 1985 Q). O nitrogênio ocorre na natureza em diversas formas,

existindo uma contínua interconversão destas formas por meio de processos físicos e

biológicos constituintes do ciclo do nitrogênio, conforme ilustra o esquema abaixo

(LEA ,1997).

N2 ATMOSFÉRICO

73.10' t 118.10' t
Fixação Indusbial Fixação biológica

N2, N20 1 Volatilização de NH
3

Superfície----f do solo

NO- NH+
3 '~ 4 Imobilização

Denibificação 1 I -. I
N organaco,

Mineralização

NO;

Uxiviação

Extraído e adaptado de LEA (1997)

Das grandes quantidades de N2 existentes na atmosfera, os vegetais não

podem utílizá-lo diretamente, embora penetrem na planta através dos estômatos, em

virtude de dificuldades de ordem energética e catalítica, pois as folhas não possuem

enzimas para reduzir o N2 até NH3. Assim o N2 sai livre e rapidamente como entra

na planta. A maior parte das reservas nitrogenadas do solo são provenientes da

fixação biológica por meio de microorganismos fixadores livres, simbióticos ou em
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associação (SPRENT & SPRENT, 1990 ; SMITH & GALLON, 1993). Em menor grau, a

ção não biológica do nitrogênio como descargas elétricas e processos industriais;

índpalrnente pelo processo de Haber-Bosch - síntese industrial de amônia - este

orocesso envolve a reação de nitrogênio e hidrogênio na forma de gases submetidos

a altas temperaturas e pressão, contribuem para as reservas de nitrogênio no solo

'LEA, 1997).

4OQ-6QOOC

N2 + 3 H2 2 NH3 (Processo de Haber-Bosch)

100-200 atm

A conversão do N-orgânico em NH4+ pelos microorganismos do solo é

amada de amonificação. A oxidação do N-amoniacal até N-N03- é realizado por

oactérías nitrificadoras, que utilizam a energia liberada para o crescimento e

-:lanutenção de sua organização (SILVEIRA & CROCOMO, 1985). O nitrogênio

ntido nos tecidos vegetais podem ser utilizado pelos animais para formar

merosos compostos nitrogenados que podem retomar ao reservatório do solo na

a de fezes e urina. A decomposição de restos vegetais e animais irão formar o

-orgânico que, por processos de mineralização, produzirão N-N03- e N-NH4+. O

nítrooênio mineralizado pode ser lixiviado para o lençol freático e pode retomar como

2 para a atmosfera por processo de desnitrificação (SPRENT & SPRENT, 1990 ;

ITH & GALLON, 1993; LEA, 1997) ou também como óxido de dinitrogênio (N20)

de poderia desempenhar um papel de grande importância no processo de

cestruíção da camada de ozônio (MENGEL, 1992).

1.2.3.1 Fixação simbiótica de N2

A forma mais importante de fixação de nitrogênio agrícola é realizada pela

biose entre raízes de plantas de leguminosas e bactérias do gêneroZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAR h iz o b iu m

SPRENT & SPRENT, 1990; SMITH & GALLON, 1993). Porém, alguns R h iz o b ia , por

emplo A z o rh iz o b iu m , c a u / in o d a n s e P h o to rh iz o b iu m formam nódulos em caule.

árias plantas não leguminosas, também, produzem nódulos que fixam o nitrogênio,
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as o procariótico simbionte é um actinomiceto chamadoZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAF r a n k ia . A cianobactéria

oode também formar relações simbióticas com uma variedades de organismos,ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ndusíve a esponja de folha de coral S p h o n o c h a l in a (SPRENT & SPRENT, 1990; RAI,

990).

o processo de nodulação começa com a infecção dos pelos absorventes da

-aíz, pelos rhizobios, que vivem na rizosfera, onde se multiplicam aproveitando

exudados das raízes como alimento (SPRENT & SPRENT, 1990). A primeira reação

ue é reconhecida é o enrolamento do pêlo da raiz. A parede celular rompe-se,

~cilitanto a penetração da bactéria. Estabelece-se, então, a infecção que começa

uando a plasma lema das células infectadas se desenvolvem formando filamentos

eios de bactérias que se prolongarão na córtex da raiz até próximo do periciclo.

~ células da córtex que estão infectadas, aumentam de tamanho e dividem-se para

'orrnar uma esfera rodeada por células não infectadas e uma camada fibrosa

externa.

Os bacterióides são envolvidos pela leghemoglobina, uma proteína de origem

egetal que ocorre somente nos tecidos dos nódulos das leguminosas. A

eghemoglobina tem o papel de facilitar a difusão do 02 da superfície do nódulo até o

oacteríóíde e garantir o acesso rápido de 02 necessário para a respiração da bactéria

síntese de ATP, via fosforilação oxidativa) sem permitir a inativação da enzima

-esoonsáveí pela fixação do N2, a nitrogenase que é sensível ao oxigênio.

A nitrogenase é uma enzima complexa capaz de cata lisar a redução do N2 a

amônia, conforme esquema abaixo. Ela consiste de dois complexos proteicos:

mplexo Fe-Proteína (Fe-S-Proteína) e complexo Mo-Fe-Proteína (Mo-Fe-S-Proteína)

ue quando associados para formar a nitrogenase mostram atividade superior a dos

complexos separados.

N2 + 8 H+ + 8 e- + 16 ATP -t 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

Todas as enzimas nitrogenases contêm uma Ferro-proteína que é composta

e duas subunidades sensíveis ao oxigênio, com massas moleculares de,
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::. oximadamente, 62 kDa, contendo 4 átomos de Fe e 4 átomos S por dímero. O

:entro de ferro-enxofre tem um potencial elétrico de -350 mV. Quando MgATP são

idos, acontece uma mudança conformacional da Fe-proteína, e o potencial elétrico

a-se 100 mV mais negativo. Estudosde mecanismosdemonstraram que a Fe-

teína é uma doadora de elétron específicaponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà proteína contendo molibdênio

SMITH, 1990). A parte da enzima nitrogenase contendo molibdênio é chamada

teína MoFe. OCo-fator Ferro-molibdênio (FeMoCo), que é derivado do

mocitrato é ligado a a-subunidade da proteína de MoFe na fenda formada das

..• as regiões do polipeptídeo aos resíduosdos aminoácidos Cys-175, Gln-191 e Hls-

:95 (SCOTICBAe t a ! . , 1 9 9 0 ) .

Além da redução do nitrogênio, a nitrogenase também pode reduzir uma

riedade de outros substratos, tais como, a azida e o acetileno (LEA, 1997). Estes

bstratos têm em comum, seus pequenos tamanhos e em muitos casos a posição

ca tripla ligação. Podemos notar que entre estes substratos está o acetileno

etileno), sendo esta conversão, a base mais comumente usada nos ensaios de

- ção do nitrogênio. O etileno formado pela nitrogenase pode fazer parte de

saios, usando-se um simples método de cromatografia gasosa. As medidas mais

isas de fixação de nitrogênio pela incorporação do lSN2no material orgânico, é

..rsandoum espectômetro de massa, mas é caro e gasta muito tempo. Porém, a

formação obtida, usando-se o ensaio de redução do acetileno, deveria ser

nsiderado com precaução (MINCHIN e t a ! . , 1986 e DENISONe t a ! . 1 9 9 2 ) .

Os nódulos que fixam ativamente o N2 são reconhecidos pela coloração

_ ermelhada no seu interior. Este processo foi descrito em detalhes por SPRENT&

RENT(1990). Há três funções principais das células da planta em que ocorre uma

c3pidafixação de nitrogênio no nódulo:

1. Prover um fluxo rápido de oxigênio para dar suporte a respiração doZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

r h iz o b iu m à uma concentração suficientemente baixa para evitar a

desativação da nitrogenase;
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2. Fornecer carboidratos, normalmente na forma de ácido C4 para suportar as

rápidas taxas de respiração do bacterióide;

3. Remover rapidamente a amônia que é sintetizada pelo bacterióide para evitar

a inibição da nitrogenase.

itos dos mais recentes genes de nodulinas codificam proteínas que dão suporte a

s funções.

A leghemoglobina (LegHb) é a mais abundante proteína sintetizada nos

ulos(CBAr v 2 0 % ) . Está localizada no citoplasma da célula da planta infectada e não

- tro da membrana do peribacterióide. Essas proteínas pertencem à famüía de

oproteínas capazes de ligação reversível com o oxigênio e apresentam massa

ecular de aproximadamente 16 KDa (BECANA & KLUCAS, 1992 e BARBOSA &

3RELLES, 1994). Do ponto de vista estrutural, as leghemoglobinas de todas as

minosas estudadas são semelhantes às mioglobinas animais (ELLFOLK, 1972).

- donalmente, diferem destas por possuírem maior afinidade pelos Iigantes

sos : 02 e CO (WffiENBERGZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . 1972) e por formarem complexos com ânions

to e nicotinato. O acetato é específico para a forma oxidada (APPLEBY e t a I . ,

_ 76), enquanto o nicotinato liga-se tanto na forma oxidada quanto na forma

uzida, sendo, por esta razão e por sua natureza endógena, o Iigante mais

oortante das leghemoglobinas (KLUCAS & APPLEBY, 1991).

A síntese da leghemoglonina nos nódulos é condição necessária para que se

beleça a fixação de nitrogênió pelo bacterióide. Sua síntese é desencadeada

ndo grupos hemes sintetizados pelo bacterióide (KEITHLEY & NADLER, 1983;

-. GWAN & O'BRIAN, 1991) são transportados para o citoplasma da célula do

I:cspedeiro onde se unem à globina que é codificada pelo genoma do hospedeiro

- PLEBY, 1984 e SANGWAN & O'BRIAN, 1991). A despeito das leghemoglobinas

....m a mesma função fisiológica, a síntese de diferentes tipos moleculares em um

mo hospedeiro é comum a todas as leguminosas e foi definitivamente

provada com o isolamento de quatro genes distintos responsáveis pela síntese

quatros principais componentes da leghemoglobina de soja (HYLDIG-NIELSON e t
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a I . , 1982zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe LEE, e t a l, 1983). O número de componentes da leghemoglobina

sintetizados nos nódulos depende da espécie e o alto grau de homologia na

seqüência de aminoácidos entre os componentes de uma mesma espécie diminui

quando se comparam componentes de espécies diferentes (APPLEBY, 1984 e

SANGWAN& O'BRIAN,1991).

A predominância de diferentes componentes da leghemoglobina durante o

delo de fixação de N2 tem sido determinada para diferentes espécies de

eguminosas. Independentemente do número de componentes sintetizados em cada

espécie, o aumento ou redução na concentração deles está relacionado com a idade

do nódulo (APPLEBY,1984) e isto foi observado em mucana preta, com a redução

otal na síntese do componente II, durante a fase de frutificação (BARBOSA&

EIRELLES,1994). A função fisiológica dos diferentes tipos de leghemoglobina tem

sido estudada pela determinação da afinidade dos componentes por diferentes

ligantes (MARllN et al., 1990). Em soja os componentes predominantes em nódulos

jovens têm menor afinidade pelo 02 que os predominantes em nódulos maduros

(FUCHSMAN& APPLEBY,1979); em ervilha, resultados semelhantes foram obtidos

(UHEDA& SYÕNO,1982). A sensibilidadedos componentes aos óxidos de nitrogênio

produzidos durante a fixação de N2que são tóxicos e oxidam a leghemoglobina tem

sido estudada (BECANA& KLUCAS,1992).

A presença de hemoglobina no reino vegetal deixou de ser restrita às

leguminosas após o isolamento da hemoglobina dos nódulos de P a ra s p o n ia (KORTT

et aI. 1985) e de c a s u a r in a (FLEMINGet aI. 1987), noduladas por B ra d y rh iz o b iu m e

F ra n k ia , respectivamente. Seguindo esta descoberta, foi isolado o gene da

hemoglobina em raízes de plantas noduladas e não noduladas (BOGUZS et al.,

1988). A função da hemoglobina nas raízes está em discussão e um possível papel

sinalizador da disponibilidade de 02 tem sido sugerido (WITTENBERG &

WITTENBERG,1990). Do ponto de vista evolutivo, os genes da hemoglobina no

reino vegetal são mais primitivos que os das hemoglobinas animais, porém a

conservação da mesma estrutura tanto nos genes de raízes como de nódulos é
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ícatíva de uma evolução vertical e descontínua entre as dicotiledôneas (APPLEBYZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

a I . , 1 9 9 0 ) .

A amônia excretada pelo baeterióide, após a ação da nitrogenase, é assimilada

citiplasma da planta pela enzima glutamina sintetase (GS). Duas isoenzimas de

_ Jtamina sintetase de nódulos foram identificadas (LEA, 1993, 1997). Após a síntese

- glutamina, o nitrogênio fixado é transportado para as folhas como amidas e

ídeos. A nodulina- 35 que é a segunda proteína solúvel mais abundante do nódulo

- soja, tem sido encontrada como sendo a subunidade da uricase- II que catalisa a

versão do ácido úrico em alantoina (SUSUKI & VERMA, 1991). A enzima está

:7esente nos peroxissomos de células não infectadas no nódulo.

A sacarose é a fonte principal de carbono fixado pela fotossíntese e

::ansportado das folhas até os nódulos. A primeira enzima envolvida na formação da

c:arose é chamada incorretamente de sacarose sintase, a qual converte sacarose

:.. frutose e UDP-glicose. As subunidades de sacarose sintase tem sido identificadas

o nodulina 100 de soja. O grupo heme livre causa uma dissociação e inibição da

Ornasacarose sintase e isto pode estar envolvido na regulação do metabolismo de

rboidratos durante a senescência dos nódulos (fHUMMLER & VERMA, 1987). Um

, mero considerado de nodulinas podem estar também envolvidas na estrutura e

- ção da membrana peribaeterióide; isto está discutido em detalhes por VERMA &

O, 1992.

Três principais componentes, baseados na estrutura da uréia, são conhecidos

ocorrerem nas plantas, a saber, alantoina, ácido alantóico e citrulina (LEA e t a I .

990; SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991; LEA, 1993, 1997). A

- ntoina e o ácido alantóico são quase 50-90% do nitrogênio orgânico no xilema de

itas leguminosas tropicais (por exemplo em soja, caupi e feijão P h a s e o lu s ) (LEA e t

-. 1990; SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991). Existe uma boa

ídêncía de que os ureídeos são sintetizados como produtos do nitrogênio fixado

-ecentemente nos nódulos da raiz de leguminosas tropicais. Após 10 minutos de

sição dos nódulos de soja ao 13N2, 40% de radioatividade foi encontrada no
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" o alantóico. Em experimentos semelhantes com a caupi, os ureídeos eram maisponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

- 90% do lSN no exudato do xilema, 2 horas após exposição dos nódulos ao lSN2

HUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL& PILBEAM, 1991).

o caminho da síntese do ureídeo nos nódulos da raiz de leguminosas é longo

e complexo. A alantoina e o ácido alantóico são derivados do monofosfato de purina

inosina, que é sintetizado da ribose-S-fosfato e exige uma contribuição de

ogênio da glutamina, aspartato e glicina (SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL

PILBEAM, 1991). É essencial que, uma vez que a alantoina e o ácido alantóico

ncem a semente ou a raiz em desenvolvimento, eles sejam metabolizados a uma

- te utilizável de nitrogênio (SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM,

1). Foi originalmente considerado que, seguindo a hidrólise de alantoina para

" o alantóico por alantoinase, o ureídeo fosse separado para produzir duas

éculas de uréia e glioxilato. O papel da uréia, contudo, e seu metabolismo

sequente por urease para dióxido de carbono e amônia têm sido questionados e

segundo caminho foi proposto. Neste caminho, os quatro átomos de nitrogênio

ácido alantóico são liberados como amônia, diretamente, sem a uréia como um

mediário. (SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991, LEA, 1997).

Está bem estabelecido que o bacterióide dos nódulos de leguminosas contêm

s os sistemas de enzimas necessários para a redução do N2 à amônia

OBERTSON & FARNDEN, 1980). Essa fixação do N2 no bacterióide é catalisada pela

"ma nitrogenase e requer energia obtida do metabolismo de carboidratos na

a de um poder redutor e ATP. O esquema a seguir ilustra as principais reações

ocorrem dentro do nódulo, mostrando as interações entre as células da planta e

oacteríólde.
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Célula de NódulozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Membrana Plasmática

j

!
~

Extraído e adaptado de ROBERTSON& FARNDEN (1980)

Os bacterióides e a planta hospedeira são perfeitamente interligados por meio

vasos do xilema e do floerna e, portanto, totalmente integrados em termos

ldonaís. Desde o momento em que oZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAR h iz o b iu m é atraído e começa a se

típlícar na rizosfera, já existe uma dependência de um contínuo fornecimento de

-;:::boidratos pela planta hospedeira (VICENT, 1974). Durante os processos de

'ecção e desenvolvimento dos nódulos, energia é necessária às divisões celulares,

o obtida a partir da oxidação dos carboidratos produzidos na parte aérea da

ta hospedeira (NEVES, 1981).

O processo de fixação de nitrogênio também requer um suprimento contínuo

carboidratos que fornecem tanto a energia para a redução do nitrogênio quanto

esqueletos de carbono necessários à assimilação da amônia produzida (HUNGRIA

EVES, 1986 e ROBERTSON& FARNDEN, 1980). A importância dos fotossintetatos

regular a intensidade e periodicidade da fixação de nitrogênio já foi há muito

nhecida (WILSON, 1940), e a interdependência entre os processos de

ssíntese e fixação de nitrogênio já foi demonstrada, indiretamente, através de
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IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAmeros experimentos de manipulação da planta e/ou seu ambiente (HUNGRIA &

EVES, 1986).

Tratamentos que diminuem o fornecimento de fotossintetatos invariavelmente

scem a atividade dos nódulos, como por exemplo o sombreamento excessivo

LLIDAY & PATE, 1976; HUNGRIACBAe t a i , 1985) , desfolhamento (LAWN & BRUN,

_ 74; HALLIDAY & PATE, 1976), remoção da parte aérea (MAGUE E BURRIS, 1972),

ido r da fotossíntese (BETHLENFALVAY e t a i , 1979), ou nódulos destacados

GUE E BURRIS, 1972). Os tratamentos que incrementam a fotossíntese também

- mentam a fixação do nitrogênio e a longevidade dos nódulos, como pode ser

monstrada por HARDY e t a i (1977) quando aumentando a pC02 verificaram um

- mento na fixação biológica do nitrogênio.

QUEBEDEAUX e t a i (1975), diminuindo a p02, conseguiram os mesmos

"os, utilizando iluminação suplementar. LAWN & BRUN, 1974, observaram

- mento na fixação, quando se fez enxertia de uma segunda parte aérea. Outros

rimentos mostram mudanças periódicas na fixação de nitrogênio, sendo esta

is intensa durante o dia (MAGUE & BURRIS, 1972). A redução na fixação de

ítroçênío durante a noite foi atribuída ou a uma inibição tipo "feed-back" da síntese

nitrogenase causada pela amônia que não pode ser assimilada por falta de

ueletos de carbono (WONG & EVANS, 1971) ou a uma diminuição na energia

tal utilizável na concentração de redutores nos bacterióides, essenciais para a

nutenção da atividade da nitrogenase (CHING e t a i , 1 9 7 5 ) .

Já foi observado que a redução ou a eliminação artificial dos frutos que

mpetem com os nódulos pelos fotoassimilados disponíveis incrementam a fixação

N2 possivelmente por promover excedentes que são desviados para os nódulos

...AWN & BRUN, 1974). Entretanto os efeitos observados nem sempre podem ser

licados em termos de competição entre nódulos e frutos pelos fotossintetatos

uzidos (GORGOCENA e t a i , 1997). Em alguns experimentos, a remoção de

s (EVANS, 1977) ou frutos diminuíram esses fotossintetatos, pelo menos

" íalrnente (BETHLENGALVAY e t a i , 1978). Em algumas leguminosas anuais as
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mais altas de fixação de N2 ocorrem durante o início da frutificação (MAGUE &

5, 1972; MINCHINZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe tCBAa i , 1982), quando também é observado um maior

ulo de nitrogênio nas plantas.

De um modo geral, os nódulos mantêm apenas uma pequena reserva de

postos de carbono (MINCHIN & PATE, 1974) e, portanto, dependem

demente, para seu crescimento e funcionamento, dos fotossintetatos

ntemente translocados das folhas (ROBERTSON & FARNDEN, 1980) ou das

reservas de carboidratos remobilizados de outras regiões da planta (TRINICK e t a i ,

_ 76). Os fotossintetatos chegam aos nódulos pelo floema na forma de sacarose,

o foi demonstrato por meio de estudos com 14C02(PATE, 1962) e análises de

atos do floema (PATE, 1975).

A sacarose é o carboidrato mais abundante nos nódulos de soja e de

~ /u s v u lg a r is (ANTONIW & SPRENT, 1978). Entretanto os bacterióides isolados

- incapazes de metabolizar essa forma de carbono, pois não possuem invertase

t: GENSEN, 1974), que está presente exclusivamente no citosol da célula vegetal

OBERTSON & TAYLOR, 1973). Esses fatos sugerem suprimento de outros

postos de carbono aos bacterióides . Apesar da sacarose ser considerada como

:1a fonte primária de carbono para o crescimento, respiração, manutenção e

ção do nitrogênio, outros açúcares ocorrem nos nódulos, como por exemplo

se, inositol, arabinose e frutose (STREETER & BOSLER, 1976) e podem servir de

~ te de carbono para os bacterióides.

Ainda não está esclarecida qual a via metabólica para a glicose em operação

bacterióide, apesar de se saber que, em meio de cultura, as vias Entner-

doroff, Embolem-Meyerhof e Pentose-Fosfato podem ser usadas, dependendo da

írpe de R h iz o b iu m (RAWSTHORNE e t a i , 1980). cada uma dessas vias difere na

ntidade de ATP e redutores produzidos. Alguns nódulos podem acumular

mpostos de carbono como, por exemplo, o poli-p-hidroxibutirato (PHB), que é

mulado nos bacterióides de soja (KLUCAS & EVANS, 1968) e que pode ser usado

ra sustentar a fixação do nitrogênio quando o suprimento de fotossintetatos está
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- algum modo restrito (KRETOVICHZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t e t ,ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1977), podendo também servir de fonte

esqueletos de carbono para a assimilação da amônia. Glicogênio e amido são

os compostos de reserva encontrados em nódulos (BERGENSEN, 1974) e já foi

onstrado que a quantidade de amido dos nódulos de ervilha (P is u n s a t iv u m ) e

caupi (V ig n a u n g u ic u la ta ) diminuem durante a noite, sugerindo uma participação

- metabolismo do nódulo (MINCHIN & PATE, 1974).

BERGENSEN& TURNER (1967), estudando suspensões de bacterióides usando
-

2 , conseguiram mostrar que a amônia é o primeiro produto estável da fixação de

ogênio pela nitrogenase e a matéria prima para a incorporação do nitrogênio

do em compostos orgânicos. O glutamato foi o primeiro composto orgânico

rcado nesses experimentos iniciais (BERGENSEN & TURNER, 1967) e é aceito

o fornecedor primário de grupo amino para a síntese de outros aminoáddos

LLAND e tCBAe t . , 1980). Há duas possíveis vias metabólicas para a assimilação de

_ ônia em glutamato: a primeira envolvendo as enzimas glutamato desidrogenase e

_ utarnína sintetase (GDH/GS) e a segunda envolvendo a glutamina sintetase e

_ :.rtamato sintase (GS/GOGAT). A atividade de GDH nos nódulos é, em geral, muito

-. is baixa que a da GOGAT (BOLLAND e t a l,1 9 8 0 ) o que indica a GS/GOGAT como

. cipal via metabólica para a assimilação da amônia, o que é evidenciado, inclusive,

estudos com 13N2de MEEKS e t a l 1978. Além disso, a GS tem a vantagem de

uir uma constante de Michaelis (Km) para a amônia muito mais baixa que a GDH

LLAND e t a I . , 1980) e catalisa uma reação irreversível (BOLLAND e t a l, 1 9 8 0 ) .

Existem controvérsias quanto ao local da assimilação da amônia, com

meros trabalhos apontando ora para os bacterióides (KENNEDY e t a l, 1966), ora

ítosol (KLUCAS & BURRIS, 1966), o que levou BERGENSEN(1965) a sugerir que

erióides de diferentes espécies de R h iz o b iu m diferem no grau de assimilação e

eção da amônia produzida. De fato, a amônia é excretada tanto por bacterióides

RGENSEN & TURNER, 1967) como por R h iz o b iu m em cultura que fixa

ênio, porém a proporção de amônia excretada varia de acordo com a estirpe.

- LLAND e t a I . (1980), contudo, sugerem o citosol como sítio principal na

imilação da amônia, uma vez que apenas as atividades da GS e GOGAT do citosol



31zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ntam paralelamente com a atividade da nitrogenase e com a concentração de

moglobina nos nódulos durante periodos de atividade crescentes, enquanto as

"mas dos bacterióides permanecem sempre em níveis constantes.

o glutamato e a glutamina são os aminoácidos primários da fixação, mas o

::ogênio também é transportado para a parte aérea das plantas na forma de

ragina, aspartato e nas leguminosas tropicais principalmente na forma de

, eos (ROBERTSON & FARNDEN, 1980, SCHUBERT, 1986). A asparagina é

tizada a partir de glutamato e glutamina na presença de duas enzimas, a

rtato amino transferase e a asparagina sintetase, cujas atividades são intensas

dtosol e não nos bacterióides (ROBERTSON & FARNDEN, 1980; SCHUBERT,

). Estudos com 15N2emZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAG líc ín a m a x e V ig n a u n g u íc u la ta , mostraram que a

~-oco de ureídeos está localizada nos nódulos (FUJIHARA & YAMAGUGHI, 1978). A

ação de ureídeos é indireta via ' 's ín te s e d e n o v o " e decomposição de purinas, já

a via alternativa através da condensação de uréia com ácido glioxílico, foi

rtada por MATSUMOTO e t a l (1977 a), baseados em estudos com 15N2.

Já foram evidenciadas nos nódulos as enzimas para dioxidação de purinas

IMA e t e l, 1977) e com o uso de inibidores foi possível confirmar que os

ídeos são formados por essa via através da ••s ín te s e d e n o v o " de purinas

JIHARA & YAMAGUCHI, 1978), como posteriormente demonstrada pelos estudos

- AKTlNS (1984), usando 14C-glucose e 14C-acetato como precursores. Os ureídeos

sintetizados principalmente no citosol das células da planta hospedeira

PLElT e t s l, 1980), o que compreensível uma vez que os aminoácidos

rsores das purinas são sintetizados neste local (SCHUBERT, 1986).

Os produtos originários da fixação de nitrogênio não são acumulados pelos

. ulos (PATE, 1962). Embora a concentração de nitrogênio no tecido nodular seja

ior que no tecido radicular ou na parte aérea, o nitrogênio dos nódulos pode vir a

resentar um máximo de 20% do nitrogênio total acumulado pela planta,

ndendo da fase de desenvolvimento (MINCHIN e t a I . , 1980). Os produtos da

- ção do nitrogênio deixam os nódulos via xilema (OGHOGHORIE & PATE, 1972).
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-nálises da seiva do xilema e floema têm sido extensivamente empregadas no

estudo, em geral, do transporte de compostos nitrogenados em plantas (PATE,

73). Os compostos exportados pelos nódulos são específicos e, geralmente,

volvem substâncias de baixo peso molecular, ricas em nitrogênio, tais como

ídeos, amidas, aminoácidos e pequenos peptídeos, que possibilitem o transporte

nitrogênio para a parte aérea, com um gasto mínimo de carbono. cada molécula

ureídeo transporta quatro átomos de nitrogênio, enquanto que cada amida

:-ansporta dois.

A relação C:N dos ureídeos é baixa, o que confereponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà planta considerável

nomia em relação a quantidade de carbono que tem que ser reciclada através da

, (MINCHINCBAe t a l , 1980). Os ureídeos tem a vantagem de uma relação C:N

ítáría, mas apresentam a desvantagem da baixa solubilidade e, de acordo com

RENT (1980), para transportar quantidades equivalentes de nitrogênio como

- ntoína, ao invés de asparagina, são necessárias2,6 vezes mais água, de modo a

:-ansportar os ureídeos na forma de solução saturada. Para plantas de clima tropical,

:: baixa solubilidade dos ureídeospode não ser um problema, uma vez que o volume

água transportada pela corrente transpiratória é muito grande. A concentração de

ídeos na seiva do xilema deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAV ig n a u n g u ic u /a ta diminue drasticamente durante as

s mais quentes do dia, quando a transpiração é provavelmente muito alta,

<lesar da atividade dos nódulos ter atingido valores máximos (NEVES,1981; NEVES

UNGRIA,1987) .

Para plantas de clima temperado, o transporte de ureídeos nas concentrações

almente encontradas na seiva de plantas tropicais toma-se difícil devido não só

:: baixa temperatura, com menor solubilidade dos ureídeos, e com menor taxa de

:-anspiração nas plantas. A presença de ureídeos em concentrações

nificativamente altas na seiva de plantas noduladas de soja (G / ic in a m a X ) e de

...c pi (V ig n a u n g u ic u /a ta ) representa uma das maiores diferenças entre plantas

- uladas quando comparadas com plantas não noduladas utilizando nitrato

NCHIN e t a l , 1980). Essescompostos foram, entretanto, grandemente ignorados

estudos de transporte xilemático (SINHA et aI., 1978), devido ao conceito
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belecido de que plantas que fixam nitrogênio empregam os mesmos solutos para

:ransporte que plantas dependentes de nitrogênio mineral (PATE, 1977).

1.2.3.2 - Assimilação e metabolismo do nitrato

Após a absorção, o nitrato, é transportado para as partes em crescimento da

ta. Por fim, o nitrogênio é armazenado na semente e, nas culturas

nômicamente importantes, como os cereais e as leguminosas, que são de

iderável valor comercial. A figura a seguir, mostra um resumo das rotas

rtantes do metabolismo do nitrogênio na planta (LEA,1993). Durante os últimos

anos, tem havido avanços importantes na compreensão da regulação de genes

. cando para uma grande número de enzimas envolvidas no metabolismo do

ênio (LEA, 1997).

. SEMENTE

I

NO,

I
I

NH'

Extraído e adaptado de LEA, 1993

Os estudos sobre a absorção do nitrato têm tido obstáculos pela falta de um

- uado componente químico radioativo. Tem-se feito tentativas usando 36CI03-

-LSONZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1983 ABROL, 1990) e estudos com o isótopo 13N03- foram bem

idos (MACKOWN e t a l, 1983, ABROL, 1990), porém os dados podem estar
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mascarados pela presença de um sistema de efluxo que transporta N03- para fora

da raiz (ABROL,ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1990).

Em plantas de cevada crescidas na presença de nitrato, o influxo 13N03-

mostra cinéticas típicas deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM ic h a e l is -M e n te n (ABROL, 1990; SIDDIQUI e t a l. ,1 9 9 0 e

LEA, 1993). A taxa de absorção é, contudo, dependente da extensão do tratamento

révio com nitrato, sugerindo que um sistema de transporte de nitrato é induzido

pelo nitrato. Nas plantas que não foram previamente expostas ao nitrato, a taxa de

absorção é baixa, em baixa concentração de nitrato, mas acima de 0.2 mM a taxa de

absorção aumenta linearmente (SIDDIQUI e t a l. ,1 9 9 0 e LEA, 1993). Os dados

sugerem que a absorção do nitrato é levada a efeito por um sistema saturável de

baixa concentração e um sistema não saturáveI de alta concentração. Somente um

sistema de baixa concentração é estimulado pelo nitrato (SIDDIQUI e t a l. ,1 9 9 0 e

~, 1993). Usando-se eletrodos ion-específicos, tem sido sugerido que há um co-

transporte de N03-/H+ através do plasma lema das células da raiz do milho, e que o

ível citoplasmático do nitrato é mantido relativamente constante pelo

armazenamento do nitrato no vacúolo (ZHEN e t a I . , 1 9 9 1 ) .

O nitrato é reduzido para amônia por um processo de 2 fases catalisado pelas

enzimas redutase do nitrato e redutase do nitrito (KEINHOFS & WARNER, 1990).

O poder redutor para a redução do nitrato é fornecida, em geral, pelo NADH,

quanto que a ferrodoxina é necessária para a transferência dos seis elétrons na

-edução do nitrito (LEA, 1993, 1997). A redução do nitrato pode acontecer na raiz ou

s partes aéreas, dependendo da espécie de planta, tempo de desenvolvimento ou

- mecimento de nitrato. Em geral, já que a concentração externa de nitrato

- menta, a proporção que é transportada à parte aérea para redução aumenta (LEA,

_993, 1997).
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A redutase do nitrito está totalmente localizado no cloroplasto, ou plastídio da

raiz (LEA, 1993). Apesar de numerosas investigações, a localização da redutase de

to no cloroplasto nunca foi confirmada (ABROL, 1990; LEA, 1993). A enzima está

ocalizada no citoplasma, mas pode estar frouxamente ligadaponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà membrana do

roplasto durante o período de redução do nitrato. Tal sistema permitiria um

:ransporte rápido de nitrito para o cloroplasto e impediria a formação de metabólitos

ootencíalrnente tóxicos (ABROL, 1990; LEA, 1993).

A redutase do nitrato (RN) dependente de NADH, sendo composta por duas

b-unidades idênticas de 110-115 kDa, cada uma contendo os grupos prostéticos

= D, heme (citocromo bSS7) e um cofator de molibdênio (SOLOMONSON & BARBER,

~989; LEA, 1993). Os elétrons fluem do NADH para o nitrato, conforme abaixo

icado:

NADH ~ FAD ~ Citocromo bSS7 ~ Moco ~ Nitrato

A enzima pode também levar a uma série de reações parciais (p.exp. a

-edução do citocromo c), cujo papel fisiológico não está claro. Além do mais, a RN

:ambém pode converter o clorato para o metabólito clorito que é tóxico, uma reação

e forma a base da ação do herbicida clorato (SOLOMONSON & BARBER, 1989;

...EA, 1993). A figura a seguir, representa um modelo catalítico de uma subunidade

ca RN para as plantas superiores, conforme ABROL (1990).

Extraído e adaptado de ABROL (1990)

A RN recentemente, foi clonada de uma classe de plantas superiores e de

ngos. Comparação da sequência completa do cDNA deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA ra b id o p s is com outras
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hecidas sequências da proteína indicou que a RN é composta de três campos ou

ínios funcionais. Estes são: (a) ligação do FAD, (b) ligação de heme e (c) ligação

- molibdênio, identificada por homologia à sulfito oxida se do fígado do rato. Estes

ínios correspondem aos grupos prostéticos. Sequências genômicas disponíveis

RN de planta evidenciaram a presença de trêsZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA" tn t r o n s ' e quatro " e x o n s ' - os

anhos dos "introns" sendo muito diferentes (KEINHOFS & WARNER, 1990; LEA,

..; 3).

A regulação da atividade da RN foi estudada em uma grande variedade de

tas (WALLACE, 1987; CRAWFORDCBAe t a l , 1988; ABROL, 1990). Como era de se

rar, há diferenças nas espécies, mas um claro padrão geral surgiu. Quando uma

nta é exposta ao nitrato, há um aumento dramático na atividade da RN e da

eína tanto nas folhas, como nas raízes. A RN foi, de fato, uma das primeiras

írnas para a qual a evidência clara da síntese " d e n o v d ' foi obtida nas plantas

riores. A resposta parece ser dependente de um aumento de fluxo para dentro

- "pool" metabólico do nitrato, mais do que do armazenamento do nitrato no

, 010 (WALLACE, 1987; CRAWFORD e t a l , 1988; ABROL, 1990).

A literatura tem sido, contudo, bem confusa com dificuldades sobre o tipo de

- ' lise utilizada e a instabilidade inerente da proteína, junto com a presença de

ímas ativas de protease (WALLACE, 1987; CRAWFORD e t a l , 1988; ABROL, 1990;

-=. , 1993). A situação se tornou mais clara com a disponibilidade de investigações

cDNA, permitindo detectar os níveis de mRNA de RN. Utilizando-se esses

~n::>rtimentos, o nitrato foi indicado para controlar a atividade da RN já na

...isenção (CRAWFORD e t a l , 1988; ABROL, 1990; LEA, 1993). A luz,

velmente através da ação do fitocromo, também desempenha um papel

rtante no estímulo da atividade da RN (WALLACE, 1987). Uma prova recente

ere que existe um forte ritmo diurno no nível do mRNA de RN, o qual antecipa o

. do período da luz e assegura o máximo de atividade da RN durante o dia (LEA,

... 3). Há também um substancial volume de provas para indicar que a atividade da

pode ser regulada pelo fornecimento de carboidrato e de uma variedade de

_ ladores do crescimento e está sujeita à inibição após à aplicação de diversos
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esses ambientais (WALLACE, 1987; CRAWFORDZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1988; ABROL, 1990; LEA,ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

:993).

A redutase do nitrito dependente da ferredoxina (RNi) foi inicialmente

siderada como abrangendo uma sub-unidade de peso molecular de 60-64 KDa. O

ipeptidio contém um grupo prostético de siro-herne e um feixe de (4Fe-4S) em

local ativo. Há alguma evidência que nos leva a sugerir que, para se utilizar a

-3Tedoxina reduzida como um substrato, a enzima completa exige uma segunda

b-unidade de peso molecular 24 kDa (SOLOMONSON & BARBER, 1989; LEA,

'993).

Clones de cDNA da RNi foram caracterizados a partir do espinafre e do milho

NHOFS & WARNER, 1990). O genes têm um código nuclear e uma seqüência

.er de 32 aminoácidos está presente, a qual é provavelmente o peptídio de trânsito,

facilita a entrada para o doroplasto (KEINHOFS & WARNER, 1990). Há uma

mologia considerável (86%) entre a sequência de aminoácidos das enzimas do

~ ho e do espinafre. A homologia, contudo, é menos aparente na sequênda de

A (66%), devido ao uso consistente no genes do milho de G jC na terceira

ição da sequência (KEINHOFS & WARNER, 1990; LEA, 1993).

A RNi também é regulada pelo nitrato e pela luz, porém, os efeitos são menos

- máticos do que os observados com a redutase do nitrato (RN) (KEINHOFS &

,.",,",,,,,.ER,1990; LEA, 1993). O aumento na atividade da RNi tem sido indicado como

_ 'do à síntese ' 'd e n o v o "d a proteína, mas a atividade da enzima e a proteína estão

::resentes mesmo na total ausência do nitrato. A transcrição do mRNA da RNi é

~ tdamente induzida pelo nitrato, alcançando um máximo dentro de 5 horas e,

is, declinando para um nível mais baixo, mesmo na presença contínua do

--:rato. O mRNA da RNi parece ter vida curta com uma meia vida de 30 minutos.

- bora tenha sido sugerido que o nitrito também induza a síntese de mRNA da

- " não está claro, atualmente, se o nitrato ou o nitrito é a molécula ativa em

ular a transcrição (KEINHOFS & WARNER, 1990; LEA, 1993).
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o produto da assimilação do nitrato é a amônia. Foi originalmente suposto

a amônia era incorporada para a forma orgânica pela aminação redutiva do 2-

oglutarato catalisado pela dehidrogenase do glutamato, como ocorre em células

"mais. Entretanto, em plantas superiores, considera-se que a enzima funciona na

-:;eção do catabolismo do glutamato produzindo 2-oxoglutarato para o metabolismo

- ciclo do ácido tricarboxíllco (LEACBAe tZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa l, 1990). Um conjunto substancial de provas

sido formado para demonstrar que a glutamina sintetase (GS) é o único "porto"

entrada da amônia dentro dos aminoácidos nas plantas superiores (LEA e t s i ,

:990). A GS catalisa a conversão, dependente do ATP de glutamato para glutamina

!..EA e t a l, 1990; LEA, 1993, 1997). A enzima tem uma afinidade altíssima pela

~ ônia (Km 3-5 JlM) e está presente em todos os tecidos da planta (LEA e t a l,

:990).

A GS nativa das plantas superiores é uma proteína octamérica com massa

ecular de 350-400 kDa (FORDE & CULLIMORE, 1989; LEA e t a l, 1990). No

- anho e na estrutura quaternária, assemelha-se fortemente à enzima isolada de

míferos, mas é distinta da enzima da bactéria que consiste de 12 sub-unidades

lEA e t a l, 1990). Níveis extremamente altos da atividade da GS têm sido

- ectados nos nódulos da raiz de plantas fixadoras de nitrogênio (FORDE &

LLIMORE, 1989; LEA e t a l , 1990; LEA, 1993). No feijão P h a s e o l u s v u l g a r i s ,a GS

- nódulo pode ser separado em isoenzimas denominadas G S n l e G S n 2 , sendo esta

"ma muito semelhante à enzima da raiz não nodulada (FORD & CULLIMORE,

9).

A análise das sub-unidades individuais da GS demonstrou que existem três

as isoelétricas distintas no nódulo (denominado a, B e y) com uma massa

lecular de 43 kDa. Foi indicado que o G S n 1 é composto das sub-unidades B e y ,

uanto que a G S n 2 contém, principalmente, sub-unidades B . Nas folhas, duas

nzimas principais foram isoladas e indicadas como localizadas no citoplasma

1) e no doroplasto (GS2), respectivamente. A proporção das duas formas

nzímicas pode variar com a planta estudada e é dependente do tempo de

nvolvimento do tecido (FORD & CULLIMORE, 1989). O cloroplasto compreende
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ma sub-unidade maior de 43-45 kOa designada o. O polipeptideo é sintetisado nos

"bossomas citoplasmáticos e transportados para dentro do c1oroplasto depois da

-emoção de um peptídeo de 4-5 kOa (FORO & CULUMORE, 1989, LEA, 1993).

Já está bem estabelecido emZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . v u lg a r is que a GS é codificada por uma

oequena familia de multigenes, e muito do que foi previamente descrito da estrutura

sub-unidade, foi explicado a partir de seus genes (FORO & CULUMORE, 1989).

I similaridade na sequência de aminoácidos relativamente alto (74%) entre o

roplasto e as sequências citoplásmicas. Tem sido questionado que os dois genes

"ginam-se da duplicação de um gene nuclear pré-existente, seguida de

iOdificações. Desde que as cONAs de GS2 de duas dicotiledôneas estão mais

estreitamente associadas à GS2 de cevada do que às sequências da GS1 de

tiledôneas, parece que a duplicação e a divergência do gens ancestral da GS

edeu a divergência de monocotiledôneas e dicotiledôneas (FORO & CULUMORE,

_989; LEA, 1993).

A aparência da GS nos c1oroplastos das folhas é aparentemente regulada pela

(CORUZZI, 1991). Nas folhas de trigo, a atividade da enzima aumenta com a

ade da folha (CORUZZI, 1991; LEA, 1993) e há uma clara correlação com a

:apacidade fotossintética e fotorrespiratória. Em ervilhas, o mRNA de GS2 aumenta

:erca de 20 vezes mais, dentro de 72 horas de iluminação das partes aéreas

íoladas, enquanto que mRNA de GS1 não é afetado (CORUZZI, 1991; LEA, 1993).

- atividade da GS da planta tem sido indicada aumentar várias vezes, durante a

ulação de muitas espécies de leguminosas. Este aumento ocorre, mais ou menos,

- mesmo tempo em que a nitrogenase é expressada no baeterióide do R h iz o b iu m e

::.~hemoglobina é produzida no citosol da célula da planta. O aumento no mRNA de

durante a nodulação de P . v u lg a r is pode ser calculado por uma forte indução do

_ s g ln - r (FOROE & CULUMORE, 1989; LEA, 1993)
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A assimilação de amônia nas plantas superiores ocorre, preferencialmente,ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

através do ciclo GSjGOGAT (glutamina sintetasejglutamato sintase). Esta segunda

ima é responsável pela transferência do grupo amido da glutamina para o 2-

oglutarato, a fim de produzir duas moléculas de glutamato (LEAZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1990; LEA,

_993, 1997). Duas formas diferentes de glutamato sintase estão presentes nas

ntas superiores: uma utiliza ferredoxina reduzida como uma fonte redutora, e a

utiliza NADH (LEA e t a I . , 1990; LEA, 1993, 1997). A operação combinada da GS

glutamato sintase na assimilação de amônia está indicada no esquema a seguir.

Extraído e adaptado de LEA (1993).

ponto interessante que tem surgido firmemente nos estudos sobre o

.....etabolismo do nitrogênio nas plantas superiores é que a amônia é continuamente

ada, durante vários processos metabólicos (MENGEL & PILBEAN, 1991; LEA,

"993).

Os grupos amino de todos os outros aminoácidos podem ser canalizados

vés do glutamato, liberando 2-oxoácidos que podem ser metabolizados para

ução de energia (MENGEL & PILBEAN, 1991; LEA, 1993). Está claro que, depois

entrada de nitrogênio como nitrato nas raízes, a amônia pode ser liberada em um

- mero de ocasiões diferentes, antes da deposição final de nitrogênio na proteína

azenada da semente. Em cada ocasião a amônia é rapidamente reassimilada

tro da posição amida da glutamina, catalisada pela enzima glutamina sintetase. A

ior parte do nitrogênio amídico é transferido para outros aminoácidos via

; utarnato sintase, mas algum pode ser usado diretamente (MENGEL & PILBEAN,
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991; LEA, 1993). A confirmação da importância da reciclagem da amônia foi obtida

pelo uso de inibidores específicos da glutamina sintetase, a sulfoximina metionina e

sfinotricina. (LEA, 1991; LEA, 1993).

A evidência chave que diz respeito à importância da fotorrespiração na

odução de amônia foi obtida usando-se mutantes das plantas C3 onde falta ou a

luta mina sintetase cloroplástica (cevada) ou a glutamato sintase dependente de

~rredoxina (cevada,ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA ra b id o p s is e ervilha). Tais mutantes são incapazes de assimilar

a amônia liberada durante a conversão de glicina para serina na fotorrespiração. As

antas mostram sintomas rigorosos de estresse, quando expostas ao ar a 0,034%

dióxido de carbono, mas crescem normalmente no ar a 0.7% de dióxido de

carbono, quando a fotorrespiração é suprimida. O metabolismo das plantas tratadas

m fosfonotricina e deficientes de glutamina sintetase é notadamente semelhante e

apóia bem claramente a sugestão de que o caminho da fotorrespiração (LEEGOOD,

993) é quantitativa mente, e em grau considerável, o mais importante caminho

etabólico necessitado de nitrogênio nas folhas das plantas C3 (LEA e t a I . , 1 9 9 0 ;

...EA, 1991; LEEGOOD, 1993; LEA, 1993). O NADPH e o ATP gerados pêlos dois

- ossistemas da fotossíntese, podem ser utilizadas para a síntese de uma grande

antidade de outros compostos nitrogenados, tais como aminoácidos e lipídios

LEEGOOD, 1993; LEA, 1993).

1.2.3.2.1 Regulação da utilização de nitrato em plantas superiores

Em quase todas as plantas a única forma de RN é a enzima dependente de

DH, que é substrato-induzível. Outros tipos de RN, ativos com o NADH e o

DPH, tem sido observados por BEEVERS & HEGEMAN, 1983. Isto tem sido

estudados mais extensivamente em folhas de soja (NELSON e t a / . , 1986), onde sua

tese é constitutiva.

Visto que a redutase do nitrito (RNi) está localizada no cloroplasto das folhas

plastídeos de raiz) e o N02- não se acumula, uma associação da redutase do
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to(RN) com o cloroplasto é comumente considerada. A maioria dos estudos

re fracionamento celular tem indicado que a redutase do nitrato(RN) não estava

:YeSa a nenhuma organela da célula (LEECH & MURPHY, 1976). Um estudo

nocitoquímico do cotilédone de soja (VAUGHNZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe tCBAe t . , 1984) indicou que a

utase do nitrato (RN) está localizada no citosol, com altas concentrações na

. eria da célula, e ainda, associadacom o cloroplasto.

Estudos semelhantes com N e u ro s p o ra (ROLDANe t a I . , 1982) mostraram que

_ redutase do nitrato estava localizada na região da plasmalema, parede celular e

oplasto, uma descoberta relevante para a observação de que há uma íntima

ção entre a absorção e a redução do nitrato em tecidos de raízes. As vesículas

tendo nitrato, detectadas no citosol de cotilédones de soja (VAUGHN& DUKE,

1), poderiam transportar este íon para os plastídeos, para posterior redução. O

uema a seguir mostra as principais inter-relações entre fotossíntese

roplastos), respiração (mitocôndrios), mobilização de NO-3(xilema e vacúolos) e

- imilação de nitrato em folhas de plantas superiores.
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t
1.3DPGA

:.)[
GAP

t •
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NAOH ""O • . _
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Extraídoe adaptado de WALLACE(1987).

Usando anticorpos específicos para redutase do nitrato (RN) tem sido

firmado para folha de cevada (SOMERSe t a I . , 1983) e para cotilédone de pepino
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(ULmSCH & SCHIEMANN,1984) que a proteína redutase do nitrato não está

presente na ausência de N03- . Aumentos na atividade da redutase do nitrato,

induzidos por nitrato, igualouponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà síntese da enzima. Quando o fornecimento de N03-

para a folha de cevada foi interrompido, a quantidade da protéina redutase do nitato

estava ligeiramente menor que o decréscimo na atividade. Nenhum produto da

egradação da enzima foi detectado. CAMPBELL& REMMLER(1986),melhorando os

rocedimentos imunoquímicos para a análise da proteína redutase do nitrato,

estudaram mudançasda enzima foliar após transferir da luz para o escuro.

o estudo de ZIELKE & FILNER (1971), com cultura de células de tabaco,

- dicaram que a redutase do nitrato possue uma taxa constante de degradação,

- dependentemente de qualquer forma de síntese da enzima que esteja ocorrendo.

Assim, a quantidade de redutase de nitrato reflete o excessode sua síntese sobre a

egradação. A instabilidadeZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAin v iv o da redutase do nitrato está correlacionada com a

sua suscetibilidade à proteóliseCBAi n v i t r o . Uma endopeptidase serínica dependente de

-01, que promove uma proteólise inicial limitada de redutase do nitrato, foi

caracterizada (WALLACE& OAKS, 1986). A redutase do nitrato, parece ter sítios

roteoliticamente sensitivos, que poderiam ser expostos por mudanças

conformacionais. O N03- ou o NADH não alteram a sensibilidade da redutase do

nitrato ao ataque da endopeptidase referida acima, mesmo que o N03- tenha

-nostrado reduzir In v iv o o declínio da redutase do nitrato de folhas e raízesde milho

'ASLAM& OAKS,1976).

A remoção do nitrato externo resulta numa rápida interrupção da redução do

03-(1 hora) nos tecidos das plantas, mesmo com o N03- endógeno ainda presente

(FERRAR!e t a I . , 1973). WALLACE(1987) observou que há dois p o o ls de N03- ; um

pequeno, denominado como um p o o l m e ta b ó l ic o (citosólico) que determina a

atividade da redutase do nitrato e um inacessível ou p o o l d e a rm a z e n a m e n to

'vacuolar). Várias tentativas têm sido feitas para estabelecer o tamanho do p o o l

e ta b ó l ic o , mas tais estudos não mostram que a acumulação de nitrito (N02-) sob

anaerobiose (redutase do nitrito inibida), como proposto por FERRAR!e t a I . , 1973, é

m indicativo confiável da quantidade de N03- no p o o l m e ta b ó l ic o .
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Contudo, dados evidentes não tem sido estabelecidos sobre o tamanho doCBA

p o o l m e ta l x 5 l i c o de N03- . ASLAM e t e t . , 1976, demonstraram que: (1) Existe uma

correlação entre o tamanho do p o o l m e t a l x 5 l i c o e a atividade de redutase do nitrato;

(2) a absorção a partir do meio externo para o p o o l m e t a l x 5 l i c o é estimulado por

glicose na raiz e por luz e/ou glicose na folha; (3) o acesso do N03- do p o o l d e

a r m a z e n a m e n t o para o p o o l m e t a l x 5 l i c o na folha é influenciado pela luz, mas não por

glicose. O nível de nitrato (NOn no p o o l m e t a l x 5 l i c o também controla a taxa de

síntese da redutase do nitrato. lndução ótima da síntese é obtida com níveis

relativamente baixos de nitrato (BARNEIX e t a l 1984), mas o aumento na atividade

da redutase de nitrato continua após a taxa máxima de redução do nitrato ter sido

obtida (CHANTAROlWONG e t a I . , 1976). Níveis altos de nitrato, que tem também

um pequeno ou insignificante efeito sobre a indução da redutase de nitrato,

aumentam a atividade "steady-state" da enzima (WALLACE, 1986).

A absorção líquida do nitrato para dentro das raízes é o balanço do influxo

sobre o efluxo (MORGAN e t a I . , 1973). Tem sido proposto por MACKOWN e t a I .

(1983), que existem dois tipos p o o l d e a r m a z e n a m e n t o de nitrato (N03-) na raiz, um

associado com a translocação para o xilema e o outro ligado ao efluxo a partir da raiz

e possivelmente redução subsequente. A redução do nitrato (NOn está intimamente

associada com a sua absorção para dentro da célula da raiz; ocorrendo também

durante ou imediatamente à sua passagem pela plasmalema (MACKOWN e t a l ,1 9 8 3

e MORGAN e t a l , 1985). A absorção e redução não são obrigatoriamente processos

acoplados (MORGAN et aI., 1985) como originalmente proposto por BUTZ &

JACKSON (1977). Em tecido de raiz, parece existir uma restrição à redução de nitrato

endógeno, quando o nitrato do ambiente está sendo utilizado. Além disso, tem sido

proposto que o nitrato endógeno é somente reduzido após o efluxo e a reabsorção

do mesmo pela raiz. Esta reciclagem de nitrato endógeno garante que ele é somente

reduzido quando outras fontes são indisponíveis (WALLACE, 1987).

SHANER & BOYER (1976 ª e tU demonstraram que o fluxo de nitrato para as

folhas de milho tem uma grande influência na atividade da redutase do nitrato. O

fluxo de nitrato na corrente transpiratória foi de 150 umol.h+.q? MS comparado com
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_ llmol.h-1.g-1MS, estocado no vacúolo. Assim, quando o fluxo de nitrato para a

a foi reduzido, houve um rápido e correpondente decréscimo da atividade de

utase do nitrato. A atividade da redutase do nitrato na folha de milho estava em

esso, mais do que o requerido para reduzir o nitrato disponível. A entrada de

to seria rapidamente reduzida e o tamanho doZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAp o o l m e ta b ó l ic o controlado pelo

o para a célula da folha. Em plantas de girassol, transferidas para local de baixa

inação, o decréscimo da atividade da redutase do nitrato nas folhas estava

lacionado com a diminuição do fluxo de nitrato para a parte aérea

AYAKUMARe t a I . 1 9 8 1 ) .

A atividade da redutase do nitrato medida por ensaio in v iv o pode ser

- ntuada pela adição de glicealdeído-3-fosfato ou outro ácido orgânico do ciclo de

:ebs (BEEVERS& HAGEMAN,1983). A utilização desses substratos no tecido gera

H e um aumento acentuado da atividade da redutase do nitrato, mostrando que

- redutase do nitrato é limitada pela disponibilidade de NADH. Contudo, DRY e t a I .

86) chamaram a atenção que as condições anaeróbicas escuras, usadas no

io in v iv o para redutase do nitrato, não podem refletir adequadamente o

tabolismo na luz e em condições aeróbicas. Medidas da atividade da redutase de

to in v iv o tem mostrado, com exceções de algumas leguminosas, que a RN é

- cipalmente encontrada em folhas (WALLACE, 1987). CAMPBELL& REMMLER

86), usando um procedimento imunoquímico, estimaram o conteúdo da redutase

nitrato de folhas de milho foi 10 vezes maior que em raízes, sendo a mesma

ntrada em leguminosasda tribo V ic ia e e L u p in (WALLACE,1986).

A redução de NAD+ no citosol poderia estar ligada a lançadeiras de

tabólicos do cloroplasto ou da mitocôndria. Estes pontos de vista, são revisados

ABROL e t a I . , (1983), enquanto NAIK & NICHOLAS(1986) têm discutido a

_.- ência de um elo entre o metabolismo do malato e a assimilação do nitato. DRY

- a I . (1986) argumentaram que nos ensaios anaeróbicos escuros usados, a

_ babilidade da redutase do nitrato de usar o NADH mitocondrial é aumentada.

pesquisadores, também demonstraram que enquanto a redução do NAD+

rre na mitocôndria, na luz, por oxidação da glicina na fotorrespiração, uma
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ntidade equivalente de NADH é requerida para a redução do hidroxipiruvato no

xissomo. Este passo da taxa de fotorrespiração sendo consideravelmente mais

nificante do que a assimilação do nitrato. Assim, em competição com o ciclo da

- orrespiração, o acesso da redutase do nitrato aos equivalentes redutores da

~. ocôndria seria limitado. DRYZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a l (1986) concluiram que o NADH requerido para

~ redução do nitrato é mais apropriado para ser suprido pela glicealdeído- 3-fosfato

- idrogenase, utilizando trioses fosfatos exportado do cloroplasto. Contudo, a

- ponibilidade de trioses fosfatos nas folhas dependerá da taxa de síntese de amido

- sacarose.

Importantes contribuições para o estudo da assimilação e partição do nitrato

plantas são os trabalhos utilizando o 15N-N03-(WALLACE, 1987). Em 1 hora após

suprimento de 15N-N03-para as raízes milho do miúdo, milho e soja, 63-76% do

reduzido achado na planta, na luz, foi na parte aérea. A assimilação de nitrato

raiz, continuou no escuro com a mesma taxa que na luz (WALLACE, 1987)

quanto que na parte aérea, em 27-42% da taxa na luz. No período experimental

1 hora, não seria de se esperar, significante retranslocação de 15N reduzido,

especíalrnente da parte aérea para a raiz. A análise do exudato de soja, mostrou que

mente 7-9% do 15Nalcança o xilema, sendo reduzido na raiz (WALLACE, 1987).

Apesar da energia predominante da assimilação de nitrato da folha está ligada

a fotossíntese (SCHRADER & THOMAS, 1981), uma taxa significante de redução

rre no escuro e também, na raiz. O nível dessa assimilação no escuro depende,

rgamente, das reservas de carboidratos da planta. KOW e t a I . (1982) têm descrito

m mecanismo para o suprimento de equivalentes redutores para a redução do N02-,

escuro, nos cloroplastos. Muitas observações têm sido feitas sobre as f1utuaçães

uma da atividade da redutase do nitrato. Estas podem ser largamente explicadas

r alterações no fluxo de nitrato para a parte aérea e a disponibilidade de

:arboidratos, mas outros fatores, tal como o fitocromo (DUKE & DUKE, 1984),

oodem exercer algum papel. Fitohormônios poderiam ter uma influência indireta pelo

u efeito na partição do carbono na planta (CRAFTS-BRANDNER e t a l, 1 9 8 3 ) .
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REMMLER& CAMPBELL(1986) demonstraram que, em folhas de milho

:::ansferidospara o escuro, houve um decréscimo de 30% na atividade da redutase

- nitrato dessas folhas, em 1hora. Nenhuma mudança ocorreu na quantidade da

teína redutase do nitrato ou na disponibilidade de carboidratos. Um inibidor da

teína redutase do nitrato (massa molecular de 31 KDa) em folhas de soja, foi

tivado na luz (JOLLY & TOLBERT, 1978), enquanto LEONG & SHEN (1982)

- monstraram que um inibidor da proteína redutase do nitrato na parte aérea de

oz, foi induzido no escuro. ULLO & HENRIKSEN(1984), acharam que a redutase

nitrato, em folhas de cevada, foi rapidamente convertida a uma forma mais ativa,

s menos estável na luz. Em contraste, JONES & MHUIMHNEACHÁIN(1985)

rvaram que, em folhas de trigo, altas atividades da redutase do nitrato na luz

m correlacionadascom o decréscimo instável em extratos brutos.

SHERRARDCBAe t a i (1979) encontraram que o aumento na atividade da

=dutase do nitrato em presençade luz, se correlacionava com a diminuição no nível

- inibidor da proteína redutase do nitrato e com o aumento na atividade de duas

léculas protetoras de redutase do nitrato. A completa significância destes

tetores de redutase do nitrato, não é entendido (WALLACE & OAKS, 1986),

bora a ligação do inibidor para redutase do nitrato de arroz tenha sido

onstrato (SOLOMONSONe t a i , 1984 º). Fatores metabólicos e fisiológicos

em apenas explicar parcialmente as f1utuações na atividade da redutase do

to durante o dia. Mudanças na quantidade da redutase do nitrato também

rrem, presumivelmente, devido as alterações na taxa de síntese (WALLACE,

: 87).

1.2.3.3 Fixaçãodo nitrogênio e o déficit hídrico

Crescem as evidências de que a fixação do nitrogênio é mais sensível ao

esse do que a absorção do nitrogênio mineral (HABISH & MAHDI, 1976). Apesar

, os efeitos da seca sobre a fixação do nitrogênio foram mais do que

ligenciados até poucos anos atrás. A literatura sobre as plantas superiores, até

: 75, foi revista por SPRENT(1976). Desde então, mais informações se tornaram
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poníveis sobre os efeitos da umidade do solo sobre rhizobium spp., infecção dos

os da raiz da leguminosa, e nos vários aspectos da fixação do nitrogênio pelos

ens. Nenhum dos trabalhos publicados considera os mecanismos de resistência,

sistemas de fixação do nitrogênio, à seca em si (SPRENT,ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1981).

Tem sido investigado o efeito da falta de água em plantas leguminosas,

=specificamente em feijões com relação à sua capacidade de fixar N2 (SPRENT, 1972

::.. Em soja, o decréscimo da atividade da nitrogenase foi relacionada à diminuição

- capacidade de energia dos nódulos (PETTERSONCBAe t a I . , 1979) e às mudanças nas

-edidas doZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAp o o l de fotossintetatos (FINN & BRUN, 1980). Porém, o declínio na

- o ídade de fixação de N2 durante o estresse não pareceu correlacionado com a

nibilidade de carboidrato, visto que um grande acúmulo de sacarose foi

ntrado em nódulos estressados de soja (FELLOWS e t a l, 1 9 8 7 ) .

Por outro lado, o estresse hídrico induziu um declínio de 5% na fotossíntese

soja, enquanto a redução do C2H2do nódulo mostrou um decréscimo de 70%

RANT e t a l, 1987), mostrando o envolvimento de outros mecanismos na

- inuição da fixação do N2 . Assim, a possibilidade de um aumento na resistência à

-~o de 02 do córtex do nódulo para o tecido central tem sido proposto (DURANT

a l, 1987 e GUERIN e t a l, 1990). Pouca informação está disponível no que

erne ao efeito do déficit de água sobre os bacterióides (PANKHURST & SPRENT,

75 e GUERIN et aI., 1990).

A capacidade de sobrevivência e multiplicação dos rhizobium de vida livre no

é claramente um pré-requisito para a fixação do nitrogênio. As espécies de

obium são freqüentemente classificadas com base em sua capacidade de crescer

-:: o amente, ou vagarosamente, no meio de extrato de fungo. As espécies que

em rápido, as quais infectam as ervilhas, feijões (tipos V ic ia e P h a s e o lu s ) e

~ os, são menos capazes de sobreviver em solos secos do que as espécies que

::=scem devagar, as quais infectam os feijões de soja e as lupínias. Ao investigarem

razões para isto, BUSHBY E MARSALL (1977) não puderam achar nenhuma

- ença na permeabilidade à água.
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ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAgrupo de crescimento lento, no entanto, retinha muito menos água do que

rupo, suscetível de equilíbrio, de crescimento rápido no solo seco. Foi concluído

as espéciesde crescimento rápido possuem uma afinidade maior com a água do

as espécies de crescimento lento, como uma conseqüência de terem mais

gia disponível para a absorção de água (SPRENT,1981). Foi sugerido que (i) o

ilíbrio do conteúdo interno de água dos rhizbium de crescimento lento no solo

é suficientemente baixo para capadtá-los a sobreviverem à desidratação, por

m uma taxa metabólica muito baixa, e (ii) as rhizóbias de crescimento rápido não

um conteúdo de água com equilíbrio suficientemente baixo e são, então,

eíudícados,

WORRALL& ROUGHLEY(1976) não encontraram nenhum efeito do estresse

íco sobre as populações de rhizobium na rhizosfera das plantações deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAT r ifo l iu m

e r ra n e u m inoculadas e concluíram que os efeitos do estresse sobre a infecção e

ulação estavam relacionados com a fisiologia do pêlo da raiz. Uma diminuição

midade do solo de 5,5 para 3,5 % resultou em pêlos pequenos e grossos, mais

que os normais, longos e finos. Os pêlos parcialmente crescidos retomaram o

:-esdmento na reirrigação e somente os pêlos da raiz que cresciam normalmente

m capazes de ser infectados com os rhizobium. Uma vez que a falha na

lação em solo seco pode ser uma ocorrência comum ( HABISH& MAHDI, 1976),

procura por plantas que possam desenvolver os pêlos da raiz em potenciais

os de água poderia ser vantajosa. Esta característica poderia ser também

panhada de um hábito de enraizamento profundo, uma adaptação conhecida

algumas leguminosas de regiões áridas e semi-áridas, embora tais plantas não

m sempre encontradas como naturalmente bem noduladas (por exemplo,

n e ü s a ra b ic a ) (HELY& OFER,1972).

Em seguida à infecção pelos rhizobium, os nódulos são induzidos para se

arem no córtex da raiz. O padrão geral parece ser semelhante em todas as

I ies estudadas, mas há diferenças em detalhes que podem ser significativas na

- ência à seca. Estas diferenças são relativas ao diâmetro da raiz e à posição no

rex (superficial ou profundamente enterrado) onde a atividade meristemática
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eça. As raízes de diâmetro pequeno (cerca de 1mm ou menos), como são

ntradas no trevo brancoZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(T r i fo l iu m re p e n s ) , e as raízes laterais de leguminosas,

como a V ic ia fa b a , têm córtex que possuem largura apenas de cerca de 6-12

Ias, enquanto que as raízesjovens de V ic ia fa b a , por exemplo, têm de 3-5 mm

diâmetro e têm córtex largos, com muitas células. Na V ic ia fa b a , os nódulos se

m muito perto da endoderme e podem não emergir por 2-3 semanas,

ndendo das condiçõesambientais.

GALLACHER& SPRENT(1978) acharam que um ambiente com limitação de

parava o desenvolvimento dos nódulos da V ic ia fa b a , os quais tinham sido

. dos previamente com pleno fornecimento de água. Em troca de um suprimento

- uado de água, esses nódulos retomavam o crescimento. Não há dados

•...•...•..respondentes disponíveis para mais nódulos formados superficialmente, porém é

ível que os nódulos de origem profunda sejam mais capazes de resistir a

pa-x'ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAdOS de estresse hídrico. Os nódulos são classificados em dois grandes grupos,

terminados, (às vezes ramificados), os quais têm um meristema apical e são,

almente, de uma relativa longa vida (de algumas semanas a indefinidamente),

_ esféricos determinados, os quais possuem um meristema não persistente e uma

tiva vida curta (poucas semanas). Os nódulos de T r ifo l iu m s p p . (trevo), e de

m s a t iv u m (ervilha) são exemplos do primeiro grupo; os de G /y c in e m a x (soja),

: : - a s e o lu s v u lg a r is (feijão) e V ig n a u n g u ic u /a ta (caupi) são exemplos do segundo

RENT,1981).

As observações sobre trevo branco (T r i fo / iu m re p e n s ) (ENGIN & SPRENT,

_73) e V ic ia fa b a (SPRENT,1972 b) mostraram que os nódulos com um meristema

istente podem retomar o crescimento após um rigoroso estresse hídrico,

uanto que o tipo determinado (soja) pode ser irreversivelmente prejudicado por

estresse equivalente (SPRENT,1971, 1972 a). Esta resistência pode ocorrer pelo

de que as células do meristema são não vacuoladas. Mesmo nos nódulos

etíveis da soja, as últimas células a mostrar sinais de dano ultra-estrutural são as

- vacuoladas. WAHAB & ZAHRAN (1979) confirmaram esses achados e os

nderam para a ervilha e o caupi. Se os nódulos do tipo esférico são estressados

-- - ..
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:: ' m do ponto de recuperação, eles podem murchar ou ter o crescimento

errompido; em qualquer dos casos, a planta tem de produzir um novo produto de

-' ulos em troca de fornecimento de água adequado. Isto pode ser uma vantagem

uma desvantagem, dependendo das condições. Raiz renovada e crescimento de

, ulo poderiam ocorrer numa camada de solo diferente, a qual pode ser menos

~~tada por períodos de estresse subseqüentes. Por outro lado, a produção de novos

-' ulos pode reduzir bastante as reservas da planta, como foi demonstrado

ramente para a caupi, durante a recuperação ao estresse de alagamento. Quando

excesso de água é retirado, grande parte das reservas da planta são dierecionadas

:: rodução do nódulo que cresce temporariamente e cessa quando os novos nódulos

meçam a fixar nitrogênio (HONGZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a i, 1 9 7 7 ) .

As exigências de um nódulo efetivo são complexas; a água é a maior, não

soenas para manter a turgescência da célula, como também para transportar

stâncias para dentro e para fora dos nódulos. Embora muito da água necessária

- ía obtida diretamente do solo ou do sistema radicular, via xilema, uma quantidade

ificativa pode chegar como compostos de carbono via floema. MINCHIN & PATE

:973) avaliaram que dos O,35ml de água necessários pelos nódulos de ervilha para

-. rtar 1mg do N fixado, quase metade pode ser fornecida via floema. Assim,

_ Iquer limitação da translocação poderia afetar a fisiologia do nódulo, reduzindo os

ecimentos essenciais tanto dos componentes orgânicos, como de água. Os

postos de carbono são necessários como recipientes da amônia produzida pela

ução do nitrogênio e, como em qualquer sistema vivo, isto está inevitavelmente

binado com os problemas de perda de água. Tanto o P h a s e o lu s v u lg a r is como aCBA

'n e m a x têm nódulos determinados, que carecem de células de transferência

_ RENT, 1981).

PATE (1976) discutiu o problema de se fazer comparações entre as plantas,

s nódulos têm células de transferência e àquelas que não os têm, por causa de

meras outras diferenças que também ocorrem. As seguintes propostas, as quais

- experiências anatômicas e fisiológicas, sugerem que a presença ou a ausência de

Ias de transferência podem estar ligadas com diferenças fundamentais nos
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emas de transporte de nódulos determinados e indeterminados. Nos nódulos com

ristemas apicais, o crescimento continua por um tempo considerável, juntamente

m a extensão do sistema vascular, o qual permanece descontínuo por toda parte

SPRENT, 1981). Em um determinado nódulo maduro, os vestígios vasculares se

ram no ápice (FRASER, 1942). Então, um sistema vascular fechado é formado,

~ qual pode ser considerado uma alça ramificada do tecido vascular da raiz oposta

PRENT, 1981).

Em ambos os tipos de nódulos, a água pode passar através do sistema

.rascular ao longo do potencial de água estabelecido entre os múltiplos locais de

ção, onde o sistema vascular do nódulo se une com o da raiz. A proporção do

- o transpiratório ao longo da raiz, o qual passa através do nódulo, dependerá de

-esistências relativas ao fluxo no xilema da raiz e no xilema do nódulo, entre os

is de entrada e saída.ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAO fluxo transpiratório através do xilema do nódulo será

mbém fortemente influenciado pela absorção direta, pelo nódulo, da água do solo

undante e pelo movimento, através do nódulo, da água do solo circundante. A

portância relativa deste caminho dependerá da quantidade da umidade do solo em

do nódulo, da área de superfície do nódulo, da permeabilidade da epiderme do

, ulo, dos potenciais de água e das resistências ao fluxo (SPRENT, 1981).

Quando o solo circundante do nódulo está seco, um fluxo intermitente de

: ua vinda do nódulo também é possível. Durante o dia, quando a planta está

::anspirando, a água será retirada pelo nódulo e o potencial de água do nódulo cairá.

- noite, na ausência da transpiração, e com o re-estabelecimento do equilíbriO da

ua no solo e no sistema radicular, a água fluirá de volta para o nódulo e elevará o

encial de água. Este modelo permite o fluxo de um Pequeno volume de água uma

ao dia, mas as flutuações na pressão ou transpiração da raiz poderiam resultar

fluxos intermitentes mais freqüentes. Em cada um desses possíveis mecanismos,

_ exportação, via xilema, é intermediada pelo fluxo transpiratório e a evidência

siderada acima é consistente com isto (SPRENT, 1981).
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Uma resistência maior ao movimento da água, através do nódulo

erminado, poderia sujeitar o sistema de transporte a restrições tanto no espaçoponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

tro de elementos diferentes do xilema) como no tempo (separação de periodos

portação e exportação) ou ambos. Essasrestrições poderiam levar a exigências

(i) um sistema particularmente eficiente de carga e descarga, necessitando da

ção de células de transferência, ou (ii) a exportação de produtos altamente

eis, os quais amortecem contra f1utuações na taxa de transpiração. No

ento, não é possíveldizer se o tipo de nódulo determinado ou indeterminado é

:-\ais resistente ao estresse. Pode ser significativo, porém, que o desenho

~~~inado é o mais comum em leguminosas cuja origem tem base em regiões

leaisou sub-tropicais (SPRENT,1981).

PATEZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . (1969) reportaram que os nódulos da V ic ia fa b a exportam

ragina de maneira concentrada e altamente seletiva, próximo aos limites de sua

ilidade. A chave para esta eficiência, pode residir na existência de abundantes

as vasculares de transferência. MINCHIN & PATE (1973), trabalhando comCBA

v n s a t i v u m , que tem nódulos geralmente semelhantes na estrutura aos da V id a

e s e , demonstraram que a concentração de materiais nitrogenados nos nódulos

va associada com a taxa de transpiração. Quando as taxas de transpiração eram

, os compostos nitrogenados eram livremente transportados para fora dos

ulos; quando elas estavam baixas, eles se acumulavam. Posteriormente, PATE

76), concluiu que os nódulos normalmente se ajustavam a largas variações no

tencíal de água da planta hospedeira (taxa de transpiração) e podiam, também,

capazes de exibir uma adaptabilidade maior, durante períodos de estresse

biental (SPRENT,1981). Esta adaptabilidade exige que o produto nitrogenado de

rtação do nódulo seja suficientemente solúvel para que ele permaneça em

ção (SPRENT,1981).

A Alantoina e o ácido alantóico são os principais compostos nitrogenados

rtados pelos nódulos e são muito mais econômicos com relação ao carbono do

as amidas e aminoácidos (asparagina, glutamina e citrulinas). Isto poderia

- ürnente impor uma restrição de transporte sob condições de estresse da seca.
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a r is (PATE, 1971) e G lic in ia m a x (TAJIMA e t a I . , 1977; ANTONIW & SPRENT,

.:. 78; PATE, 1971). Seria interessante saber se o equilíbrio entre os dois tipos de

ponentes exportados varia com o estresse hídrico ou com a temperatura

RENT, 1981).

Há muita evidência de que os fornecimentos fotossintéticos podem limitar a

- " idade do nódulo (HARDY & HAVELKA, 1976). Em geral, a situação pode se tornar

ito mais aguda nas espécies anuais do que nas espécies perenes, desde que estas

"mas tendem a possuir maiores reservas de carboidrato. A soja parece ser uma

espécies mais sensíveis neste sentido. HUANG e t a I . (1975) concluíram que todos

efeitos do estresse da seca sobre a fixação do nitrogênio nestas espécies

eriam ser explicadas na base da reduzida fixação do carbono, mas TU &

- ETKAMP (1977) consideraram que os efeitos diretos sobre os nódulos também

m operantes. Não pode haver dúvida de que, mais cedo ou mais tarde, uma

ução na fixação do carbono afetará a atividade do nódulo (SPRENT, 1981).

A resistência ao estresse hídrico, provavelmente, se baseia no armazenamento

- fotossintetato no nódulo. Mesmo as espécies anuais variam consideravelmente

sua dependência dos fornecimentos do fotossintetato recentemente fixado, como

:: rovado pelas (i) variações na extensão das flutuações diurnas em atividade, e (ii)

nações na taxa pela qual a atividade do nódulo cai, após o início da senescência

RENT, 1981). As leguminosas forrageiras, geralmente adaptadas às condições de

seca, provavelmente mostrarão efeitos menores de estresse da água sobre a fixação

- nitrogênio do que àquelas que não estão bem adaptadas. Por exemplo, o cultivar

terra seca da M e d ic a g o s a t iv a , foi capaz de crescer, transpirar e fixar nitrogênio

-eduzír acetileno) com potenciais mais baixos de água do que o cultivar "Aragon". A

-ecuperação do estresse foi também mais rápida no cultivar adaptado da terra seca

ARICO-TEJO e t a I . , 1 9 8 0 ) .

Mesmo que um pleno fornecimento de fotossintetato seja disponível, a

-espiração eficiente no nódulo é necessária para gerar ATPs, importantes em todo o
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esso da fixação do nitrogênio. SPRENT (1976) discutiu os efeitos concomitantes

estresse hídrico sobre a fixação do nitrogênio e a respiração do nódu . Pelo

enos, julga-se que uma parte destes efeitos tem por base um aumento da seca,

mo barreira à difusão do oxigênio nos nódulos. Na soja (SPRENT & GAUACH

~976), mas não naZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAV ic ia {a b a (SPRENT, 1981), o estresse causou uma transferênda

- caminho respiratório para produção de etanol. Uma outra diferença entre o tipo

- terminado (soja) e o indeterminado de nódulo (V ic ia ) é que o primeiro tem

ticelas através das quais há trocas gasosas (PANKHURST & SPRENT, 1975ponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAQ).

enhuma dessas estruturas foram encontradas em nódulos indeterminados e que

ssam ser capazes de fazer tais trocas gasosas (GALLACHER & SPRENT, 1978).

- e fato, acompanhado da falta da produção de etanol, uma maior superfície, e

estruturas basicamente cilíndricas, parecem oferecer melhores perspectivas para a

istência à impermeabilidade induzida pela seca.

Certamente, os nódulos que foram produzidos nas plantas de V ic ia sob

estresse hídrico tinham a mesma atividade específica (por exemplo, a atividade por

idade de peso do nódulo) como aqueles produzidos sob um pleno fornecimento de

_ ua (GALLACHER & SPRENT, 1978). Eles eram menores, porém, com células

nores e mais densas, indicando um grau de adaptação. CUTLER e t a l, ( 1 9 7 7 )

eriram que o tamanho menor da célula pode proporcionar resistência à seca. Em

- ja (CRISWELL e t a I . , 1977) sugeriram que os nódulos das plantas intactas, como

nódulos destacados e sistemas de raiz nodulados, podiam ser capazes de se

starem às variações no suprimento de oxigênio. Como este ajuste é efetuado,

~ da, não está claro, mas ele pode capacitar os nódulos do tipo do de soja

esféricos) a ultrapassarem as barreiras da seca impostas à difusão do oxigênio.

rece que as associações da leguminosa x R h iz o b iu m têm evoluído em direção a

: as estratégias, envolvendo diferenças básicas na estrutura, para maximizar a

- ção do nitrogênio. Os nódulos da raiz das plantas não leguminosas, que também

ão sensíveis ao estresse hídrico, ainda apresentam um outro conjunto de problemas

= soluções, uma vez que sua estrutura difere dos nódulos de leguminosas em muitas

-. neiras (SPRENT, 1981).
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1.2.3.4 Assimilaçãode nitrato e déficit hídrico

Se a atividade da redutase do nitrato durante o déficit hídrico é uma

- erminante importante do crescimento, supõe-se que deveria haver uma estreita

ção entre estes dois parâmetros. Tal relação tem sido mantida por outros fatôres,

exemplo, diferenças entre genótipos (DECKARDCBAe t a I . ,1973; SINHA & NICHOLAS,

:.. 81). Quando o crescimento ou a produção é comparado com a atividade da

-edutase do nitrato por unidade da planta (p.exp. área da folha), uma correlação é

~üentemente encontrado (ABROL& NAIR, 1978). Esta correlação, contudo, não

oode ser estreita (DALUNG & LOYN, 1977) ou não pode estar presente de modo

um (SINHA & NICHOLAS,1981).

Se o crescimento ou a produção for comparado com a atividade total da

-edutase do nitrato por planta, há comumente uma correlação estreita (DECKARDe t

., 1973). Espera-seapenas isto, já que a correlação aqui é entre o crescimento de

m lado, com a produção resultante do crescimento e a atividade da recfutase do

. to, em uma base unitária, do outro lado. A total atividade da recfutase do

itrato por planta será fortemente influenciada pela área da folha, a qual, por sua

rez, é dependente de muitos outros fatores (SINHA & NICHOLAS,1981, FERRARIO

e t a i , 1998; FOYERe t a i , 1998). O déficit da água e recuperação após um periodo

e estresse marcaram efeitos na retenção e no crescimento da folha (TAIZ &

EIGER,1991) o que afetará toda a capacidade da planta para a redução do nitrato.

o avaliar os efeitos do estresse na assimilação do nitrato, tem que ser levado em

nta a influência da atividade da redutase do nitrato, mas também as variações na

área da folha.

HANWAY E ENGLEHORN(1958) forneceram provas de que o acúmulo de

nitrato nas plantas é devido a vários fatores, dentre os quais, a seca sendo,

possivelmente, o mais importante. Nas culturas irrigadas, não ocorre o acúmulo do

itrato, a menos que a aplicação de nitrogênio seja excessiva. Já havia sido

emonstrado que o nitrato acumulado em várias plantas seria responsável pela
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eddezponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà planta (MAYO, 1985). Esta foi a preocupação que incitou a investigação

. ial do problema dos efeitos da seca sobre a redutase do nitrato (MATTAS &

UU, 1965; YOUNISZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1 9 6 5 ) .

A redutase do nitrato foi também considerada importante, em relação ao

tabolismo do nitrogênio e ao crescimento da planta. HAGEMAN e t a l. ,1 9 6 1

emonstraram que a intensidade da luz e a disponibilidade do nitrato tinham um

- e efeito sobre esta enzima, tendo em vista que o milho crescia em pouca luz

ando o nitrato foi acumulado. Os estudos de MATTAS & PAUU 1965 e YOUNIS e t

.,1965, tiveram por alvo examinar o relacionamento entre a atividade da redutase

nitrato e o metabolismo do nitrogênio, particularmente o " p o o l" de aminoácidos

es e o conteúdo de proteína do tecido, sob condições de seca e alta temperatura.

O crescimento das plântulas declinou no 4° dia do estresse, quando a

rgescência relativa tinha caído para 77%. A taxa de aumento no nitrogênio total

oor planta também caiu após o 3° dia e, após isso, permaneceu baixa (MATTAS &

AUU, 1965). Durante essas experiências, o conteúdo do nitrato da planta aumentou

oor toda parte e a atividade da redutase do nitrato declinou, mesmo no 1° dia,

uando a turgescência relativa tinha caído para apenas 2%. No 2° dia do estresse, a

atividade da enzima caiu para cerca de 25% da atividade no primeiro dia (SINHA &

ICHOLAS, 1981). Ficou claro, com esta investigação, que a redutase do nitrato era

extremamente sensível ao estresse da água e foi inibida mais rapidamente do que a

bsorção do nitrato. Nesta experiência, contudo, os efeitos da seca e da temperatura

'1ão puderam ser separados (SINHA & NICHOLAS, 1981).

YOUNIS e t a I . , 1965, tentaram separar os efeitos da temperatura, do estresse

a água e da luz. O aumento da temperatura sob o crescimento das plantas de 25

020 °C para 35 °C/30 °C causou apenas uma diminuição de 28% no conteúdo do

nitrato, mas diminuiu a atividade da redutase do nitrato para 49%. O estresse da

água diminuiu o conteúdo do nitrato para um máximo de 25%, mas a atividade da

edutase do nitrato foi reduzida de cerca de 48-63% além da ordem de combinações

e temperatura testadas. Uma alta temperatura diminuiu a atividade da enzima e
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efeito foi acentuado pelo estresse da umidade. Estesestudos não elucidaram o

. o da perda de atividade, embora pareça ser um dos primeiros efeitos do

esseda água.

Os efeitos de um estresse brando de água, variando o potendal de água da

a de - 0,2 a - 0,4 MPa, sobre a atividade da redutase do nitrato, da redutase do

. o, da fosfoenolpiruvato carboxilase, da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, do

teúdo de nitrato e do conteúdo de proteína da cevada foram examinados por

- FFAKERZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a l. ,1 9 7 0 que também estudaram a recuperação desses sistemas, em

uida à irrigação. Os resultados demonstram que a redutase do nitrato foi afetada

- maneira mais acentuada do que o foi a redutase do nitrito. A concentração do

to nos tecidos da folha foi menos afetada do que o foi a atividade da redutase

nitrato. As atividades das duas enzimas fotossintéticas, fosfoenolpiruvato

-=:i:>oxilasee a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, foram também consideravelmente

os sensíveisao estresse da água do que a redutase do nitrato. Além do mais, a

inuição no conteúdo da proteína foi também relativamente menor do que a perda

- redutase do nitrato.

Numa tentativa de interpretar o significado fisiológico da inibição da redutase

nitrato durante o estresse da água, HUFFAKERe t a I . (1970) enfatizaram a

portância da sequência de fatos, em relação ao estresse hídrico. Se os processos

. como expansão e divisão da célula são os primeiros a serem influenciados, e o

:rescimento reduzido é a conseqüência desses fatos, segue-se, então, que as

recessídades de proteína das células seriam reduzidas. De acordo com isso, a

posta da redutase do nitrato deve ser considerada a partir deste ponto de vista.

Ao estudar os efeitos do estresse da água sobre a atividade de várias enzimas,

DZIK e t a I . , 1971, escolheram a redutase do nitrato, fenilalanina amônia liase e a

H oxidade. As duas primeiras são conhecidas por terem uma meia vida

tivamente curta. Um déficit de água de 10-20% causou uma redução de 50%

atividades da redutase do nitrato e na fenilalanina amônia liase, mas a atividade

NADHoxidade ou não era afetada, ou mostrava um leve aumento. Mesmo com
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-: zero: a atividade atingiu um valor fixo e quando as plantas foram regadas houve

completa recuperação em 24 horas.

Foi postulado que a atividade da redutase do nitrato e a atividade da

üalanína amônia líase, são o resultado de um equilíbrio entre a síntese e a

mposição. Outros estudos demonstraram que o nível do polirribossomo é

uzido e a síntese da proteína é inibida pelo estresse hídrico (HSIAO, 1970) e esta

a líquida da atividade da enzima poderia ser o resultado da síntese reduzida

binada com a inativação da enzima. BARDZIKCBAe tZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa i,1 9 7 1 , sugeriram que, após

certo grau de estressehídrico, mesmo o sistema inativando é também inativado ,

rando a um "steady s t a t e " . Como uma possibilidade a mais, BARDZIKe t a I . , 1971,

laram que a resposta era devido à existência de duas espécies de redutase do

to com comportamentos diferentes, porém esta idéia não foi suportada por

::abalhos subsequentes.

MORILLAe t a i (1973) tentaram relatar mudanças na redutase do nitrato para

conteúdo de polirribossomo do tecido, uma vez que o último reflete a capaddade

síntese da proteína e é diminuído pelo estresse hídrico (HSIAO, 1970). O

teúdo do nitrato da folha e a atividade da redutase do nitrato não foram

tados em seus experimentos. Foi sugerido que a consequente redução na síntese

proteína, quando era baixo o nível de polirribossomos, foi responsável pela

uzida atividade da redutase do nitrato (SINHA & NICHOLAS, 1981). É

ionável se tal relacionamento direto entre o conteúdo de polirribossomo e a

- . idade de uma enzima específica poderia ser suportado em bases de dados

" dos e com os efeitos conhecidos do estresse hídrico sobre várias outras

mas.

Duas observações a mais a partir de seus resultados são dignas de

ncionar: a atividade da redutase do nitrato estabilizada após um período de

esse, como notado por BARDZIK e t a i,1 9 7 1 , e a atividade da enzima ' ' i n v i t r o "

- . caracterizada por uma meia-vida mais longa na preparação vinda das plantas
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esressadas,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAcomparadas com aquelas vindas dos controles. Isto sugere que a

"ma vinda das plantas estressadas tinha adquirido alguma propriedade que a

ou menos estável ou que os sistemas inativadores eram menos pronunciados.

Contrastando com essas sugestões, de que a atividade da redutase do nitrato

- írnlnuída no estresse hídrico, como uma consequência de agressão ao sistema

tético, SHANER& BOYER(1976 ª, 1976 b) sugeriram que a atividade da redutase

nitrato no milho fosse regulada pelo fluxo do nitrato, o qual era reduzido nas

tas estressadas pela água, levando a uma redução da atividade da enzima.

- "osmétodos foram usadospara reduzir a transpiração, para mostrar que a síntese

enzima era regulada pela conseqüente mudança no fluxo do nitrato. O fluxo do

-::ato foi determinado expondo-se o sistema radicular à pressão, para se obter uma

stra da corrente transpiratória. Tal método é passível de crítica, já que podia

tar íons dentro das raízes, o que não seria esperado ocorrer em um sistema

tural,

Os primeiros estudos tinham demonstrado que o nitrato e nitrogênio total

rnentavarn por planta, à medida que o deficit hídrico progredia, enquanto que um

ínio acentuado foi observado na atividade da redutase do nitrato (MATIAS &

UU, 1965). Um contínuo aumento no conteúdo do nitrato e do nitrogênio total por

_ nta indicam que o fluxo do nitrato foi mantido, embora a atividade da enzima

inasse. Os experimentos de SHANER & BOYER(1976 b) são limitados pela

unção de que a atividade da redutase do nitrato poderia ser influenciada apenas

a disponibilidade do nitrato ou pela síntese de proteína. O fato de que tanto a

-edução do nitrato como a síntese de proteína envolvem necessidades de energia

- o foi considerado.

Além disso, no girassol, quando o ácido abscísico (ABA) 10 JlM foi aplicado

::. vés da corrente transpiratória, as folhas apresentaram uma alta resistência

estornátíca e um potencial de água, com a consequente redução na taxa de

:ranspiração e no fluxo de nitrato, mas este tratamento tinha quase nenhum efeito

- bre a atividade da redutase do nitrato. Por isso, parece que a perda da atividade
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- redutase do nitrato, durante o estresse da água pode, em certas circunstâncias,

- ir de uma redução no fluxo do nitrato. Um efeito mais direto do potencial hídrico,

através da diminuição da formação do NADH tem sido proposto por SINHA &

CHOLAS, 1981.

A resposta da redutase do nitrato ao estresse da água e ao estresse de sal foi

estudada por BALUSUBRAMANIANQPONMLKJIHGFEDCBAe t a l (1974) para determinar a estabilidade desta

ima em várias culturas. As redutases do nitrato do trigo e da cevada foram

ontradas terem uma meia vida mais longa do que a enzima de outras espécies de

ntas. Na ausência de nitrato e luz, a meia vida variava de 33 h a 67 h a 20 0e.
=:n cevada, uma investigação detalhada demonstrou que a enzima na folha bandeira

mais suscetível ao estresse da água no tempo de antese (BALUSUBRAMANIAN

= a l, 1974; SINHA & NICHOLAS, 1981). Um método de comparação para a

sensíbllldade da folha bandeira em etapas diferentes de crescimento foi desenvolvido

~ designava o índice de sensibilidade.

A resposta da redutase do nitrato ao estresse hídrico posterior a um ciclo de

_ horas foi estudada no trigo, junto com o conteúdo relativo de água e o conteúdo

nitrato e prolina da folha. Todas as variáveis mostraram mudanças para um ciclo

oosteríor à 24 horas: mudanças no conteúdo de nitrato da folha, seçuíndo-se às

udanças no conteúdo relativo de água. Além do mais, o conteúdo de prolina nas

ntas não irrigadas foi máximo, quando o conteúdo relativo de água foi o mais

ixo, o qual coincidiu com a atividade reduzida da redutase do nitrato.(RAJAGOPAL

- a l, 1 9 7 7 ) .

Uma vez que o acúmulo de prolina é uma das mudanças principais no

etabolismo do nitrogênio das plantas estressadas pela água, o relacionamento

tre a redutase do nitrato e o acúmulo de prolina foi examinado em várias espécies

ltivadas (SINHA & RAJAGOPAL, 1975). Houve um declínio acentuado na atividade

- enzima em resposta ao estresse hídrico no trigo, na cevada, no sorgo, no milho, e

.rm rápido e considerável acúmulo simultâneo de prolina em todas essas espécies

SINHA & RAJAGOPAL, 1975; SINHA & NICHOLAS, 1981). Então, é possível que
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s duas respostas estejam ligadas. Na cevada e no trigo, quando a prolina foi

rimida das plantas estressadas com polietilenoglicol, a perda da atividade da

utase do nitrato foi reduzida (SINHA & RAJAGOPAL,1975). Isto sugere que a

lina exógena e, possivelmente, a endógena protege a enzima de ser inativada,

- rrante o estresse da água. Esta possibilidade pode apenas ser explorada com

teriais da planta que diferem em taxas de acúmulo de prolina.

A perda da atividade da redutase do nitrato em resposta ao estresse da água

, bem estabelecida (ANIKIEV & KURAMAGOMETOX,1975), mas o efeito do

esse hídrico sobre outras enzimas desta rota não está bem compreendido. Na

da, no trigo, no rabanete e no pepino, as atividades da redutase do nitrito e damlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

= utamina sintetase foram menos afetadas pela secaou pela temperatura alta do que

:: atividade da redutase do nitrato (SINHA & NICHOLAS,1981). As atividades destas

- s enzimas foram sempre e relativamente várias vezes mais altas do que a da

_ utase do nitrato e, quando a última atividade foi reduzida a 30% do valor de

trole pelo estresse hídrico, a atividade da redutase do nitrito e a glutamina

tetase foram reduzidos a apenas 70% . Houve diferenças claras e varietais nestas

postas, que não eram associadas à tolerância à seca. (SINHA & NICHOLAS,

81). Estes estudos demonstram que todas as enzimas de uma sequênda de

eação não são necessariamente influenciadas do mesmo modo e na mesma medida

um estresse particular. Neste caso, a primeira enzima da sequência de reação; a

-edutase do nitrato, é muitíssimo afetada e, aparentemente, as funções são um

nto regulador (SINHA& NICHOLAS,1981).

A sensibilidadeda atividade da redutase do nitrato ao déficit da água pode ser

- ido a uma variedade de fatores, inclusive a possível inativação da enzima (SINHA

NICHOLAS, 1981). Se a enzima for inativada pelo estresse hídrico, pode ser

:ambém possível reativar a enzima em condições as quais tornam impossível a

. tese da enzima fresca. Em três variedades de cevada, a atividade da enzima foi

-eduzida nas plantas estressadasa cerca de 30% do controle (SINHA & NICHOLAS,

_ 81). Quando um extrato tanto das plantas do controle como das plantas

estressadasfoi incubado por uma hora com NADH a 4 0C antes do ensaio, houve
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quase completa recuperaçãoda atividade nos extratos das plantas estressadas

ra o nível encontrado nas plantas de controle. Não houve nenhum aumento nos

tos das plantas de controle (SINHA & NICHOLAS, 1981). A ativação e a

tivação da redutase do nitrito no arroz pelo NADHtem sido reportada (GANDHIQPONMLKJIHGFEDCBAe t

- , 1973), e o NADH também ultrapassou o efeito de um sistema de proteína

"dor (KADAM e t a l, 1 9 7 4 ) .

Se a inativação da redutase do nitrato pelo déficit hídrico e sua ativação pelo

H seguindo-se ao alívio do estresse são possibilidades, então seria viável

onstrar-se este efeito " in v iv o '~ A recuperação substancial da atividade da

utase do nitrato, inicialmente reduzida pelo estresse hídrico, tem sido observada

uma variedade de circunstâncias nas quais a síntese de proteína não era

_ vável, como na irrigação das plantas mantidas na escuridão (SINHAmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& NICHOLAS,

_ 1), nas plantas m presença de luz e mantidas em uma taxa média livre de

to, nas plantas irrigadas na presença do tungstato (um inibidor da síntese da

"ma), ou nas plantas tratadas com cicloheximida (SINHA & NICHOLAS,1981).

=::lbora cada uma dessas condições experimentais tenha sido escolhida para

" imizar a possível síntese d e n o v o da enzima, uma total inibição da síntese pode

- ter sido induzida. O aumento substancial na atividade da enzima obtida suporta

_ possibilidade de uma regulação da redutase do nitrato, através da disponibilidade

- NADHnas plantas estressadas,bem como através dos efeitos sobre a síntese e a

radação da enzima (SINHA & NICHOLAS,1981).
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1.2.3.5 Prolina e o déficit hídrico

A prolina foi observada primeiramente acumulando-se no tecido desidratado

planta por KEMBLE& MAC PHERSON(1954). Eles observaram que a prolina se

mulava no tecido desidratado em quantidades maiores do que as observadas por

eólise. Nesses experimentos, as plantas eram continuamente desidratadas

nte o curso do experimento e a prolina somente se acumulava nas plantas

rchas. THOMPSON & MORRIS (1957), confirmaram tais resultados em

rimentos com folhas cortadas de nabo túrgidas e murchas. esses

rimentos, as folhas murchas foram mantidas com um conteúdo constante de

- a e a prolina acumulada desaparecia após 3 dias. Em 1966, três trabalhos

reveram o fenômeno do acúmulo da prolina durante o estresse híd íco

NETT& NAYLOR,1966; ROUTLEY,1966; STEWARTQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1 9 6 6 ) .

Nessa época, várias características do acúmulo da prolina ficaram daros:

_ mulava-se em resposta a murcha nas folhas cortadas e nas plantas intactas;

mulava-se na luz ou no escuro mas no ambiente escuro havia a exigência para

rboidratos; havia uma nova síntese da prolina, desde que se acumulava em

antidades maiores do que aquelas liberadas pela proteólise; a nova prolina era

tetizada do ácido glutâmico; e o acúmulo da prolina tinha sido observado em

espécíes suficientes para mostrar que era, aparentemente, um fenômeno geral nas

ntas. Parece que o acúmulo da prolina pode ser uma resposta geral ao estresse,

cesde que também se acumula sob estresses de temperatura e salinidade. (CHU e t

~.,1974, 1976).

A prolina é preferencialmente única entre os aminoácidos em seu acúmulo

curante o estresse. A maior parte dos aminoácidos se acumulam em uma proporção

itada (THOMPSONe t a l. , 1966) e há algumas indicações de que a asparagina, e

:alvez outros aminoácidos, como a prolina, se acumulem em quantidades que

- cedem as quantidades liberadas pela proteólise. Somente a prolina, porém, se

:cumula de forma consistente em numerosas espécies de plantas e sob uma ordem
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condições ambientais. Certamente, os efeitos metabólicos do murchamento que

evarn ao acúmulo da prolina não foram observados com qualquer outro aminoácido

ASPINALL & PALEG, 1981).

o acúmulo da prolina em várias plantas é iniciado por uma redução no

ootencíal hídrico das células dos tecidos. Na cevada, o acúmulo começa rapidamente

Ia hora em que os tecidos são expostos à desidratação, sendo a concentração de

olina livre nas folhas da planta, uma função da intensidade de exposição ao déficit

ídríco, do potencial hídrico das folhas e da quantidade transportada das folhas aos

tros tecidos (SINGH et al, 1973 a). Em todos os dados disponíveis, o acúmulo

oroçressívo da prolina tem sido acompanhado por uma queda no potencial hídrico do

tecido com o tempo (ASPINALL & PALEG, 1981). Infelizmente, porém, nenhum

experimento foi descrito, no qual as plantas intactas tenham sido mantidas a

ootendais hídricos fixos, por um período prolongado, com o registro das taxas do

cúmulo de prolina. Na ausência de tais medidas, é impossível determinar um limite

superior do potencial hídrico para a indução do acúmulo da prolina.

A iniciação do acúmulo da prolina nos tecidos da planta, em resposta a uma

iminuição no potencial hídrico do tecido poderia ser, idealmente, devido às

udanças em um dos vários componentes do potencial total. Convencionalmente, o

ootencíal hídrico dos tecidos das plantas superiores tem sido dividido em dois ou três

componentes, o potencial osmótico, o potencial de turgescência e, em alguns

estudos, o potencial mátrico. Não é, experimentalmente, uma tarefa fácil separar,

equivocamente, os efeitos das mudanças nestes componentes. Alguns estudos,

.isando solutos de penetração variável no tecido, sugerem que as mudanças no

ootencíal da turgescência controlam as respostas bioquímicas da planta (GREENWAY

LEAHY, 1972). Este ponto de vista tem sido questionado por CHU et al (1976 ª)

ue reportaram que o acúmulo da prolína na planta de cevada era dependente das

udanças no potencial osmótico, mais do que das mudanças na turgescência. Em

ualquer caso, um sistema envolvido com osmorregulação (BROWN & HELLEBUST,

978; MORGAN, 1984) poderia reagir à turgescência, não sendo provável que as

medições brutas da turgescência do tecido e do potencial osmótico representassem,
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equadamente, a influência do deficit hídrico no comportamento sub-celular, onde

acúmulo da prolina é controlado.

o acúmulo da prolina durante o déficit hídrico continua, pelo menos, porQPONMLKJIHGFEDCBA

• I rios dias (SINGH et al, 1973 d), mas não há nenhum relato mais recente de

ncentrações alcançando um nível máximo nas plantas superiores intactas, embora

ncentrações tão elevadas quanto 10% do peso total da folha seca tenham sido

-egistradas (STEWART& LEE, 1974). As folhas cortadas das plantas superiores não

pondem de maneira análoga aos organismos unicelulares já que, em

nstâncias semelhantes de experimentos, a prolina, primeiro, acumula

-apídamente (24-48 horas), mas depois cai rápidamente, devido, presumivelmente,

::: conseqüênciasmetabólicasdo corte ( SINGH et e l, 1973 b),

o acúmulo da prolina responde relativamente rápido a mudanças nas

ndições de água da folha. RAJAGOPALet et. (1977), demonstraram que, no trigo

crescido em condições de campo e não irrigado, o conteúdo de prolina alcança um

nto máximo, ao meio-dia, coincidente com um conteúdo relativo de água mínimo

quelas folhas. Complementando estes estudos das mudanças a curto prazo na

ncentração da prolina, STEWART& LEE(1974) examinaram a variação sazonal na

ncentração da prolina nos tecidos das partes aéreas da planta halófita T r ig lo c h in

r it im a L., crescendo num ambiente salínico. A concentração da prolina foi alta,

través da época de crescimento (mínimo de 50 urnol.q MF1
) e alcançou um máximo

50 urnol.q MF1
) no tempo em que a planta estava crescendo mais rapidamente.

= ídentemente, uma alta concentração de prolina livre no tecido não é compatível

m o crescimento destas espécies.

A maior parte dos estudos do acúmulo de prolina, em resposta ao déficit

I rico, tem sido envolvidos com as mudanças na concentração nas partes aéreas da

anta ou, mais especificamente, nas folhas. A prolina, contudo, se acumula em

:odos os órgãos da planta intacta, durante o déficit hídrico, embora o acúmulo seja

ais rápido e extensivo nas folhas (SINGH et al, 1973 d; MORGAN, 1984). O

úmulo na raiz ocorre tanto mais tarde quanto menos extensivamente do que o
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I mulo na folha, seguindo-se ao estabelecimento do déficit de água. As folhas e

.3 les cortados também acumulam prolina, quando sujeitos ao déficit hídrico mas,

condições semelhantes, os ápices das folhas cortadas acumulam pouca prolina, e

raízes cortadas, absolutamente, nenhuma ( SINGH et al, 1973 b; MORGAN,BA

.;mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA).

A prolina se acumulou, contudo, nas pontas das raízes arrancadas de P is u m

t iv u m e T a m a r ix ssp expostas ao estresse salino (BAR-NUN & POUAKOFF-

YBER, 1977) e nos tubérculos da alcachofra sob estresse hídrico (WRIGHT et al,

. 77). Tais descobertas levaram à sugestão de que a prolina acumulada nas raízes

plantas intactas e estressadas de cevada tinham sido transportadas das folhas

ra lá . Isto foi sustentado pelo fato de que, a exposição das raízes de uma planta

deficiência de água à anaerobiose inibiu o acúmulo da prolina, porém, melhorou

acúmulo nas folhas, não sendo afetada pelo tratamento a quantidade total

mulada em toda planta (SINGH et al, 1973 d).

A diferença mais óbvia entre os tecidos que são capazes de acumular prolina,

ndo cortados e aqueles que não são cortados, é a presença da clorofila. Tanto

tecidos crescidos no escuro, como também os tecidos genética mente cloróticos da

a da cevada são capazes de acumular prolina, se supridos com precursores e

_ íeítos ao déficit hídrico, enquanto que o tecido da raiz não o é (SINGH et al, 1973

. Muitas das hipóteses que envolvem os efeitos da presença da prolina acumulada

célula giram sobre a presunção de que a prolina acumulada, ou pelo menos a

maior parte, está presente no citoplasma. Até hoje este ponto não foi

nitivamente testado, mas a evidência disponível é consistente com este ponto de

. A prolina acumulada não é imediatamente metabolizada nos tecidos; na

ade, em alguns casos, é difícil de se assegurar que a prolina exógena penetre no

plasma (BOGGESS et al,1976 a). Evidentemente, a plasma lema oferece uma

rreira considerável à passagem da prolina.

A distribuição da prolina acumulada nas raízes do milho sob estresse salino

gere uma localização citoplásmica (GORING et et., 1977). Raízes de plantas
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tactas e submetidas ao estresse foram seccionadas e analisadas para o teor de

lina. A concentração da prolina foi observada aumentando em direção a ponta da

-aiz, sendo o máximo de concentração observada em 1-2 mm da ponta da raiz, onde

- maioria das células não apresentavam vacúolos, e diminuíam de modo bem

rcante em segmentos mais distantes da ponta, onde todas as células estavam

tamente vacuolizadas. O acúmulo de prolina no vacúolo não está excluído pelos

dos atualmente disponíveis, mas se isto ocorrer, o transporte através do

noplasto deve ser rápido e bi-direcional, desde que acumulada, a prolina marcada

~ i rapidamente metabolizada quando o déficit hídrico foi suspenso (BOGGESS et al,

~976 b). A prolina não pareceu ser acumulada no cloroplasto, ou ser excluída dos

roplastos, e outras organelas na célula não ocuparam um volume suficiente para

serem consideradas como uma localização exclusiva e viável para a prolina

mulada (BOGGESSet al, 1976 b).

Se as consequências do acúmulo da prolina nos tecidos da planta, durante o

oeríodo do estresse são, em conjunto, benéficas ou nocivas ao futuro crescimento e

brevivência da planta, pode-se, razoavelmente, esperar uma correlação, positiva

negativa, entre o acúmulo da prolina e a resistência ao estresse. Somente se, ou

ando, o acúmulo da prolina fosse um atributo neutro na resistência ao estresse

uma expectativa não provável) tal correlação não seria aparente. Para estabelecer

:aI correlação, contudo, numerosas "armadilhas" devem ser evitadas. Primeiramente,

desde que o acúmulo de prolina é uma função do potencial hídrico do tecido e do

tempo, deve-se tomar cuidado para se ter certeza de que o potencial hídrico do

:ecido e a duração experimental sejam variadas, exatamente, da mesma maneira,

s comparações entre as espécies, variedades ou tratamentos. Na prática, isto é

mcil de se adquirir desde que as variações entre as plantas, na fisiologia e na

orfologia dos estômatos, no tamanho da planta e da folha, atributos da raiz, etc.,

afetarão as taxas de seca e as relações do potencial hídrico e do e tempo (ASPINALL

PALEG, 1981).

Mais um problema existe na tentativa de se deduzir uma medida efetiva e

ediatamente utilizável de resistência ao estresse. Na pesquisa agrícola, a medida
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oásíca deve ser a produção comparada, numa situação de estresse de campo. Pode

oarecer que tal medida seja apenas uma função de uma multiplicidade de

:aracterísticas de resistência, e nãomlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé provável que um relacionamento estreito possa

ser estabelecido entre qualquer caráter simples e a resistência medida pela produção

campo. Não obstante, tal análise foi tentada para o acúmulo da prolina e para o

ice de estabilidade (uma estimativa da estabilidade da produção, em uma

riedade de ambientes) e foi reportada uma alta correlação (SINGH et si, 1972).

Outras medidas envolvidas com os aspectos individuais da resistência da

nta ao estresse são mais prováveis de serem correlacionadas com o acúmulo da

lina e, questionavelmente, fornecem um teste mais realístico da hipótese. Tanto a

:axa de crescimento da planta, seguindo-se, imediatamente, a um período de

estresse, como a sobrevivência da folha foram encontradas correlacionadas com o

cúmulo da prolina (SINGH et sl, 1973 c) e sustentam o relacionamento geral. Deve

ser entendido contudo, que cada uma envolve uma hipótese diferente, embora não

ecessariamente exclusiva, sobre o papel da prolina no metabolismo do estresse.

O acúmulo da prolina é simplesmente o aumento no nível da prolina livre no

tecido, Na fisiologia deste efeito do estresse, dois pontos são importantes. Primeiro,

acúmulo da prolina ocorre sob o estresse hídrico, relativamente brando (potenciais

água de - 1,0 MPa) e a quantidade que acumula depende do rigor do estresse

J>Orexemplo, quanto mais baixo for o potencial de água da folha, maior o acúmulo

e prolina sobre essa condições). O segundo ponto é que os níveis de prolina

-epresentam um efeito cumulativo do tecido que é desidratado durante um certo

oeríodo de tempo. Por isso, o nível de prolina será muito afetado durante o tempo

em que o tecido estiver sob estresse. Então, ao se avaliar os efeitos do estresse

sobre o metabolismo de prolina, as taxas de síntese e oxidação nas folhas murchas

evem ser comparadas com as taxas destes processos nas folhas túrgidas

'STEWARD, 1981). O acúmulo de prolina pode resultar de um estímulo da taxa de

ormação de prolina ou uma diminuição na taxa de utilização. A proteólise e a síntese

provenientes de precursores resulta na formação da prolina, enquanto que a

oxidação e a síntese de proteina resultam na utilização da prolina (STEWARD, 1981).
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Um estímulo da síntese de prolina vinda dos precursores pelo estresse hídrico

~ . previsto nos trabalhos iniciais demonstrando que o acúmulo da prolina excedia a

lina liberada pela proteólise (fHOMPSON et al,mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1966). De fato, um estímulo

uzido pela murcha, na incorporação de qlutamato-C'" na prolina foi observado

:JQr BOGGESS et st. (1976~ . Porém, este estímulo aparente pode ser devido ao

engano" do composto marcado resultante da utilização reduzida de prolina, ou da

, tese de algum outro precursor. BOGGESS et al (1976 .tU demonstraram que a

antidade de C14 na prolina total (livre + proteína) do glutamato era estimulada

oela murcha e que a radioatividade específica da prolina livre, bem como a

-adioatividade total na prolina, era aumentada pela murcha. Então, ficou claro que o

estresse hídrico estimula a síntese da prolina vinda do glutamato na cevada

30GGESS et el, 1976 Q ).

A transformação da omitina (BOGGESS et st. , 1976 Q ) e arginina (BOGGESS

STEWART, 1976) em prolina é também estimulada pelo estresse hídrico em

vada. Isto, porém, é observado, por vezes, bem depois que a prolína começa a se

mular, indicando que é um resultado, mais do que uma causa, do acúmulo da

olina. O estímulo aparente é devido a um "engano" na marcação radioativa da

olína, como um resultado do aumento da síntese do glutamato e utilização

--eduzida através da oxidação e da síntese da proteína. Então, o aumento da síntese

a prolina a partir do glutamato, devido a murcha, é aparentemente um efeito sobre

primeiro passo na síntese da proüna, a conversão para .1'-pirrolina-S-carboxilato

BOGGESSet et., 1976 Q ). Oaramente, há uma perda de controle de resposta da

íntese da prolina pela prolina, porque a síntese é estimulada, enquanto os níveis de

olina são aumentados. BOGGESS et st. (1976 ª) demonstraram a perda da

"'egulação durante o estresse hídrico ,tanto na cevada quanto nas folhas de tabaco.

Nas folhas de feijão, o estímulo murchar - induzir da síntese da prolína a partir

o glutamato foi mais difícil de se demonstrar (STEWART & BOGGESS, 1977) porque

glutamato foi rapidamente metabohzado para outros componentes e a taxa de

acúmulo da prolína foi muito menor do que na cevada (0 ,1 comparada com 1,0

..Lmol,h-1.gMF1). A conversão tanto da ornitina como da arginina para a prolina foi
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estimulada no feijão antes de qualquer acúmulo de prolina observado. A prolina se

acumulou, porém, em quantidades maiores do que poderia ser calculada pela perda

e arginina e prolina da proteína. Além disso, o estímulo do glutamato para a

conversão da prolina foi observado quando grandes quantidades de glutamato não

arcado foram adicionadas para tornar mais lenta a perda de CmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
14 do glutamato.

Então, o estresse hídrico também estimula a síntese da prolina a partir do glutamato

o feijão (STEWART & BOGGESS,1977).

Foi sugerido por STEWART (1981), que a regulação da taxa da oxidação da

orolína pelos níveis da prolina poderiam funcionar como um controle sobre o nível

esse aminoácido num tecido normal da planta não estressada. Então, como a

oroüna se acumula devido ao aumento da síntese, ocorrerá a melhora da oxidação

a prolina e, eventualmente, os níveis da prolina alcançarão um novo e firme estado.

Jurante o estresse, porém, a prolina se acumula a níveis completamente altos,

gerindo que o murchamento também inibe a oxidação da prolina. A observação de

ue alguns dos produtos oxidados podem ser reconvertidos à prolina nas folhas

urchas (STEWART & BOGGESS; 1978) poderia ainda permitir alguma oxidação da

olina, mas certamente a oxidação da prolina é inibida pelo estresse hídrico e a taxa

uito provavelmente, se aproxima de zero.

A inibição da oxidação da prolina pelo estresse hídrico não foi observada nas

~ lhas de feijão (STEWART, 1972 c), e a prolina apenas se acumulava quando níveis

ficientemente altos de carboidratos estavam presentes para inibir a oxidação da

rolina. A murcha não inibia a oxidação da prolina nas folhas de feijão. A não

ibição impediu a prolina de se acumular naquelas folhas, desde que o estímulo da

íntese dos precursores foi observado (STEWART 1972 c). Este resultado indica que

inibição da oxidação da prolina é essencial para a prolina se acumular, embora a

. ibição por si só, não possa causar o acúmulo.

o efeito da murcha sobre a oxidação da prolina representa um efeito sobre o

itocôndrio. SELLS & KOEPPE, 1980, observaram que uma taxa menor que 70% na

xidação da prolina no mitocondrio isolado das folhas de milho sob estresse hídrico
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-1 Mpa). Este grau de estresse resultou apenas numa leve redução nas taxas de

ídação de outros substratos tais como succinato, malato, piruvato, e NADH. O

~o ocôndrio das folhas de plantas estressadas deram taxas inferiores da razão ADP:O

mparadas com os controles túrgidos para prolina, mas as taxas para outros

bstratos não foram afetadas pelo estresse. Também, a sugestão (STEWART &

GGESS, 1978) de que a murcha causa uma perda na compartimentação dos

-rodutos de oxidação da prolina sugere um vazamento de produtos de oxidação do

o ocôndrio para o citoplasma. Talvez o estresse hídrico afete a integridade da

mbrana mitocondrial.

Ficou claro que a incorporação de prolina na proteína é inibida pelo estresse

- água (STEWART, 1972 c; STEWARTQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1977). Isto é devido à influencia da

- idratação do tecido sobre a síntese da proteína e tem sido observado pela

ição dos níveis de polirribossomo (HSAIO, 1970; MORILLA e t a I . , 1973), pela

:: o idade da redutase do nitrato (MORILLA e t a I . , 1973) e pela incorporação da

cina (BEN-ZIONI e t a I . , 1967). Os resultados, porém, indicam que os níveis baixos

- redutase do nitrato nas folhas sob estresse da água, são devidos aos fluxos

uzidos do nitrato, mais do que um efeito sobre a síntese da proteína (SHANER &

- YER, 1976 ª e O). O mecanismo pelo qual o estresse reduz a síntese de proteína

ão está claro, mas é imediatamente reversível (HSIAO, 1973).

A possibilidade de que o acúmulo da prolina é uma conseqüência da redução

síntese de proteína foi examinada por BOGGESS& STEWART (1980). Baseada em

rimentos com inibidores da síntese de proteína, eles concluíram que a inibição

síntese de proteína não foi suficiente para fazer a prolina se acumular. Desde que

- síntese de proteína contribui para a maior parte da utilização da prolina no tecido

ido, sua redução contribui para o acúmulo da prolina, tomando mais lenta a taxa

- utilização da prolina (STEWART 1972 c).

Nas folhas de feijão, a taxa de utilização da prolina para a síntese da proteína

0,07 urnol.hl.q MF1 (STEWART, 1972 a). Assim, a inibição da síntese da

teína, com a síntese e a oxidação da prolina permanecendo constantes, poderiam
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ser calculadas para mais de 70% da taxa de acúmulo da prolina. Este percentualmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé

:naior para o feijão e a cevada, mas em nenhum caso foi a incorporação da prolina

em proteína completamente inibida pelo estresse da água (STEWART, 1972 c;

STEWARTQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1 9 7 7 ) .



2 . CA P ÍTULO 1

CRESC IM ENTO E A JU STAM ENTO O SM ÓT ICO DE PLANTAS NODULADAS DE

FE IlÃO -DE -CORDA [ Vigna unguiculata (L .)MLKJIHGFEDCBAW a lp ] SUBM ET IDA S AO

DÉF IC IT DE ÁGUA E À RE IDRATAÇÃO "

2 .1 IN TRODUÇÃO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o déficit de água no solo provoca reduções no potencial de água da planta

m reflexos diretos no metabolismo e crescimento. O processo de crescimento

ular, através das sínteses de proteínas e parede celular, é o mais sensível às

uções na disponibilidade de água nos tecidos (SALISBURRYmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& ROSSI, 1992;

BEL, 1992). Os mecanismos moleculares que respondem às pequenas reduções

potencial de água e que desencadeiamos processos responsáveis pela redução

elongação celular ainda não são conhecidos, apesar de se acreditar na mediação

ácido abscísico (ABA), o qual tem sua concentração aumentada várias vezes

RAY, 1993; INGRAM & BARTELS, 1996). Paralelamente ao aumento na

centração do ABA, várias espécies exibem um grande aumento nas

centrações de substâncias nitrogenadas como prolina, betainas, citrulina e alguns

- inoácidos (RABE, 1993). Outras substâncias como sacarose e açucares-alcoois

mo o pinitol, também podem se acumular em resposta ao déficit de água (INGRAM

BARTELS,1996).

As diversas espéciesvegetais apresentam grande variabilidade genética para a

- aptação e tolerância ao déficit de água (TAIZ & ZEIGER, 1991). Existe uma

-' ersidade bastante ampla para os mecanismos fisiológicos de escape à seca,

oesar dos mecanismos moleculares ainda não serem conhecidos (INGRAM &

RTELS, 1996). Aparentemente,QPONMLKJIHGFEDCBAV ig n a u n g u ic u /a ta apresenta uma excelente

erância ao déficit de água através de um mecanismo não-osmático, com um
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"ente controle na abertura estomática para a manutenção do potencial da água

REE& RICHARDSON,1987; CARVALHOet aI., 1998). Entretanto, a existência

um ajustamento osmótico através do acúmulo de solutos osmoticamente

patíveis não deve ser descartada tendo em vista a possibilidade de

mpartimentalização celular e dificuldades de mensurações nas concentrações dos

- ersos solutos osmoticamente compatíveis (ASPINALL& PALEG,1981).

Várias evidências experimentais mostram que a síntese de proteínas é

. emente inibida pelo déficit de água (BRADFORD & HSIAO, 1982).

multâneamentemlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà diminuição na síntese protéica observa-se o aumento no

mover" de proteínas através do aumento da atividade de proteases, ocorrendo

grande aumento na concentração de aminoácidos livres (RABE,1993). Prolina é

aminoácido que se acumula em maior quantidade na maioria das espécies

PINALL & PALEG,1981). A despeito das inúmeras pesquisas sobre o acúmulo

se aminoácido em condições de estresses ambientais, em geral, pouco é

:onhecido sobre seu papel efetivo no ajustamento osmótico assim como sobre a sua

"gem metabólica sob condição de estresse hídrico e salino (LEA, 1993). Algumas

espéciesvegetais apresentam acúmulo de prolina nas folhas na ordem de até 100

rezesem resposta ao estresse hídrico (LEA, 1997). Entretanto, poucos trabalhos tem

ostrado a variação na concentração desse aminoácido nas raízes (ASPINALL &

?ALEG,1981).

O acúmulo de prolina sob condições de estresses pode ocorrer devido a ação

e diferentes mecanismos. As evidências experimentais sugerem que a via mais

importante de biossínteseocorre a partir do glutamato (LEA,1993). Associado a isso

poderia ocorrer uma diminuição nas taxas de oxidação de prolina (ASPINALL &

ALEG, 1981). Outra possibilidade seria a diminuição na intensidade de sua

incorporação na síntese protéica ou aumento de sua liberação a partir da hidrólise de

proteínas ricas nesse aminoácido (STEWART & LARHER, 1980). Recentemente,

VIÉGAS& SILVElRA- não publicado, tem sugerido que o aumento no catabolismo de

proteínas provocados pelo estresse hídrico e salino, associados com aumentos na
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otorrespiração, poderia incrementar as concentrações de glutamato e amônio e, a

partir do estímulo nas atividades das enzimas GS/GOGAT, ocorrer um aumento nas

oncentrações de prolina a partir do glutamato produzido.

Neste trabalho procurou-se estudar as respostas de plantas noduladas de

~ijão-de-corda submetidasmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà seca/reidratação, no nível de crescimento vegetativo,

através da produção e partição da matéria seca e no ajustamento osmótico ao nível

s variações nas concentrações de compostos nitrogenados, com ênfase nas

riações nas concentrações de prolina e aminoácidos em raízes e folhas.



2 .2 M A TE R IA L E M É T O D O SzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.1 Condições do ExperimentomlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o experimento foi conduzido em casa de vegetação do Centro de Ciências

- rárias da Universidade Federal do Ceará (UFC) , em Fortaleza-Ce, no período de

bro a dezembro de 1995. As temperaturas e umidades médias mínimas (noite) e

:.áximas (dia), na casa de vegetação, variaram de 25°C a 36°C e 39% a 85%,

=spectivamente, durante o período experimental.

o substrato utilizado para o crescimento das plantas foi uma mistura de sílica

ermiculita na proporção de 1:2 (v:v), sendo a mesma lavada com água destilada

- 5 vezes e posteriormente autoclavada por 20 minutos à temperatura de 120°C e

são de 1 atm. Utilizou-se vasos de Leonard modificados produzidos a partir de

=-ascosde vidro de reagentes de 1 L, cortados nas duas extremidades opostas (em

a e em baixo) e ajustados um sobre o outro em sentido contrário, sendo a parte

rna pintada com tinta cor prata.

As partes dos vasos apresentaram 20 em de altura e 9 cm de diâmetro,

:erfazendo um volume de aproximadamente 800 em" em cada parte. Os vasos foram

dos internamente com hipoclorito de sódio comercial 20% (v:v). cada vaso foi

'7igado com solução de cas04 0,1 mM, até a saturação do substrato sólido da parte

perior, para favorecer as condições de pH e suprimento de ca+2 para germinação e

ulação. Foi fomecida solução nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950)

ificada no Laboratório de Metabolismo e Fixação de Nitrogênio da UFC (LABFIX),

forme tabela a seguir (Tabela 1).
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Tab e lamlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1. Composição da solução nutritiva utilizada para o cultivo das plantas de
eijão-de-corda e das soluções estoque utilizadas no seu preparo.

SOLUÇÃOESTOQUEBA g/L mljL

CONCENTRAÇÃO

_~S04
~HP04
KH .zP04QPONMLKJIHGFEDCBA

- . C a C lz . 2HzO
-. MgS04 • 7HzO

Fe(EDTA)
a) FeS04 • 7HzO
b) Naz(EDTA)

• Micronutrientes:
a) H)BO)
b) MnClz.4HzO

c) CuS04.5HzO
d) ZnS04.7HzO
e) NazMo04.2HzO .
CoClz.6HzO

::. Ca(NÜ)z . 4HzO

0,5 M
1,0 M
1,0 M
1,0 M

1,0 M

87,13
174,18
136,09
174,02
246,48

2

0,5
0,5
2

1
1

0,1 M
0,08M

27,80
29,77

1

0,04M
0,OO9M

0,OOO3M
0,OOO7M
0,000 1M
0,OO4M

1,0 M

2,47
1,781
0,~5
0,201
0,024
0,950

236,15
1
2,5

2.2.2 Material vegetal e estirpe utilizada

As sementes de feijão-de-corda [V ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp], cultivar vita 7,

~ram procedentes do Centro Nacional de Pesquisa do Meio NortejEM8RAPA,

eresina, Piauí. Conforme descrito por FREIRE FILHO e t a l (1983), essa cultivar de

'eijão-de-corda é recomendada para cultivo tanto em condições de baixa

isponibãdade hídrica (sequeiro), como em condições de irrigação. Alguns trabalhos

em sugerido que a cultivar vita 3 apresenta melhores caracteristicas de tolerância ao

éficit hídrico em relação às cultivares vita 5 evita 7 (GOMES FILHO e t a I . 1996). A

estirpe de R h iz o b iu m spp. utilizada foi a 8r 3256 fornecida pela Centro Nacional de

esquisa em AgrobiologiajEM8RAPN Rio de Janeiro, cuja planta hospedeira é V ig n a

u n g u ic u la ta , de origem africana (Zimbabue), também a designada C8-756.

A estirpe foi crescida em meio YM8 (DALTON, 1980) que foi utilizado como

. oculante líquido, tendo sido feita contagem de células conforme SOMASEGARAN &

08EN (1985) e padronização de 109 célulasjmL. Foram feitas 3 inoculações (1

t/planta) :
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1a inoculação : 2 dias após o plantio

2a inoculação : 3 dias após o plantio

3a inoculação : 4 dias após o plantio

_.2.3 Delineamento estatístico

o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial

ípo 2 x 7 x 1 (condições hídricas x tempo x cultivar), com 3 repetições. Foi utilizado

m tratamento controle (plantas somente inoculadas e sem a presença de nitrato). A

comparação entre as médias foi feita através do desvio padrão da média ao longo do

tempo,

2.2.4 Condução das plantas

As sementes foram desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio comercial

, aClO) 10 % (v/v), por 20 minutos sob aeração forçada, sendo imediatamente

vadas em água destilada por 3 vezes para retirar o excesso do NaClO. Em seguida,

as sementes foram mergulhadas em água destilada, com aeração forçada, por um

penedo de 20 minutos e lavadas por 5 vezes em água destilada para embebição. As

sementes foram colocadas para germinar no próprio substrato, saturado no dia

anterior com CaS040,1 mM, sendo plantadas 6 sementes / vaso. Após a emergência,

oram mantidas e inoculadas 2 plantas/vaso conforme descrito no ítem 2.2.

As plantas receberam nutrientes minerais na forma de solução nutritiva

abela 1), através de sub-irrigação por capilaridade a partir da parte inferior dos

vasos de Leonard, sendo que na 1a semana a solução foi diluída 1/10, na 2a semana

a solução foi diluída 1/5 e nas semanas seguintes a solução foi empregada sem

diluição e contendo 5 mM de N03-. A solução nutritiva foi trocada a cada 2 dias,

sendo que na la semana foi fornecido apenas 1 mM de NO-3(exceto no controle com
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lantas somente inoculadas). Foi anotado diariamente o valor pH da solução

escartada.

Todos os dias foi feita adição de água destilada através da parte superior até

completar o volume da solução contida na parte inferior. As temperaturas máximas e

ínimas registradas no interior da casa de vegetação durante o período experimental

são apresentadas no apêndice 2. Semanalmente, houve rodízio, ao acaso, dos vasos

sobre as bancadas. Para tratamento fitossanitário, inseticida e fungicida foram

ílizados quando necessário, conforme recomendação do Setor de Fitossanidade do

Centro de Ciências Agrárias da UFC.

No vigésimo oitavo dia após a emergência das plantas (28º DAE) as plantas do

tratamento "estresse hídrico" foram submetidas à retirada da água (solução) da

oarte inferior dos vasos, permanecendo apenas com a àgua retida na fase sólida da

oarte superior durante 4 dias consecutivos e, após esse período, reidratadas

" riamente durante 2 dias (reidratação), enquanto que as plantas controle foram

ntidas diariamente na presença de solução nutritiva.

2.5 Coleta das plantas e determinação da massa seca

Foram feitas 7 coletas destrutivas, sempre às 9:00 horas, as plantas foram

separadas em raiz, caule com pecíolos, folhas e nódulos. Em seguida, as partes

m pesadas separadamente para determinação da massa fresca. Amostras de

:ada parte foram reservadas para determinar a porcentagem de umidade através da

erminação da massa seca em estufa com circulação forçada de ar a 70°C, com

ceção dos nódulos, cuja massa seca foi determinada após liofilização. Foram

- terminadas, também, a altura das plantas, com o auxilio de uma fita métrica e oQPONMLKJIHGFEDCBA

I mero de folhas contado. Imediatamente após a coleta, as partes foram congeladas

m N2 líquido e mantidas em freezer (-20°C) até a liofilização para preparo da

=::: ínha das partes.
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2.2.6 Determinação da umidade nos tecidos

A umidade nos tecidos de cada parte da planta foi determinada segundo

SLAVIK (1974), utilizando-se a seguinte relação:

M F - M S
O /o H20 = x 100 (kg H20/100kg de MF)

MF

nde: M F = massafresca de cada uma das partes da planta

M S = massaseca de cada uma das partes da planta

2.2.7 Determinação de prolina livre em tecidos de folhas e raízes

o método utilizado foi o de BATES(1973). 20 mg de tecido vegetalliofilizado

, ram pesados e, em seguida, triturados em almofariz, por 2 minutos, em presença

e 3 mL de ácido sulfossalicnicoa 3% (p/v). O macerado foi transferido para tubos

eppendorf" de 1,5 mL com o auxílio de uma seringa descartável de 3 mL e,

steriormente, centrifugado a 12.000 rpm em uma centrifuga "eppendorf" de mesa,

refrigerada. O sobrenadante foi coletado em tubos de ensaio comum e o resíduo

escartado. A reação foi preparada, em tubo de ensaio com rolha, com 1 mL do

extrato + 1 mL de ninhidrina ádda (1 g de ninhidrina + 24 mL de ácido acético

lacial + 16 mL de ácido fosfórico 6 M) + 1 mL de ácido acético glacial. Os tubos

.. ram herméticamente fechados e agitados em agitador de tubos, tipo vortex.

,s, os tubos foram colocados em banho - maria a 100 oC, por 1 hora. Em seguida,

_ reação foi imediatamente interrompida em banho de gelo por alguns minutos até

_ °ngira temperatura ambiente. Logo após, foram adicionados 2 mL de tolueno puro

seguido de agitação vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex, por 20 segundos.

-.pós atingida a temperatura ambiente, a fase aquosa avermelhada (cromóforo +

ueno = parte superior) foi aspirada e a leitura feita em espectrofotômetro a 520

, usando-se tolueno como branco. A concentração de prolina foi determinada a
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partir da curva padrão com L-prolina p.a (Sigma) e os resultados foram expressos

em mmoles de prolina /kg MS de tecido.

2.2.8 Determinação de aminoácidos livres totais (N-a-amino livre) em tecidos de raiz,

caules e folhasmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o método utilizado foi o de PEOPLESet al (1989). 100 mg de tecido vegetal

líofílízado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram

adicionados 5 mL de água"milli-Q" e a suspensão foi colocada para ferver em banho-

maria a 100 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram deixados à temperatura

ambiente por alguns minutos e, posteriormente, centrifugados em centrifuga de

mesa, a 3.000 rpm por 10 minutos. Após, o sobrenadante foi coletado em tubo de

ensaio e o resíduo i ressuspendido com outros 5 mL de água "milli-Q", repetindo-se

o procedimento de extração anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em

tubo de ensaio graduado e o volume completado com água "milli-Q" até atingir 10

mL. Em seguida, os extratos foram congelados para posterior determinação de N-a-

amino.

A reação foi preparada em tubo de ensaio, com rolha, adicionando-se O,lmL

de extrato + 0,4 mL de água "milli-Q" + lmL de tampão citrato 0,2 M pH=5 + 1

mL do reagente de ninhidrina (10 mL de KCN 0,01 M + 590 mL de metil cellosolve

100% + 5 g de ninhidrina). A mistura foi homogeneizada através de agitação dos

tubos e colocada em banho-maria a 100 oC, por 15 minutos. Em seguida, os tubos

foram removidos do banho-maria e colocados em banho de gelo, por alguns

minutos, para interromper a reação. Após atingida a temperatura ambiente, as

leituras foram feitas em espectrofotômetro a 570 nm, usando-se água "milli-Q" (em

substituição ao extrato) + reagentes como branco. A concentração de aminoácidos

livres totais foi determinada a partir da curva padrão através de uma mistura-padrão

de L-asparagina + L-glutamina (Sigma) e os resultados expressos em mmoles de N-

a-amino / kg MS de tecido.
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2.2.9 Determinação de ureídeosem tecidos de caulemlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o método utilizado foi o de PEOPLESet al (1989). 100 mg de tecido vegetal

liofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram

adicionados5 mL de Água "milli-Q" e a suspensão colocada para ferver em banho-

maria a 100 °C por 30 minutos. Após isso, os tubos foram deixados à temperatura

ambiente por alguns minutos e, posteriormente, centrifugados em centrifuga de

mesa, a 3.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado em

tubo de ensaio e o resíduo ressuspendido com outros 5 mL de água "milli-Q",

epetíndo-se o procedimento de extração anterior. Os extratos foram coletados em

tubo de ensaio graduado e o volume completado com água "milli-Q" até atingir 10

mL. Após, os extratos foram congeladospara posterior determinação de N-ureídico.

A reação foi preparada em tubos de ensaio, com rolhas, onde foram

adicionados O,lmL de extrato + 1,15 mL de água "milli-Q" . Em seguida, foi

adicionado 0,25 mL de NaOH0,5 M em cada tubo e a mistura agitada em agitador

de tubos tipo vortex e aquecida em banho-maria, a 100 °C, durante 15 minutos. Os

tubos foram removidos do banho-maria e resfriados, imediatamente, em banho de

gelo e deixados à temperatura ambiente por alguns minutos. Após, 0,25 mL de HCI

0,65 M foi adicionado, misturado e aquecido novamente, em banho-maria a 100 °C,

por 4 minutos. Após resfriamento imediato em banho de gelo, durante 15 minutos,

oi adicionado 0,25 mL de tampão fosfato 0,4 M pH=7 + 0,25 mL de fenilhidrazina.

pós agitação mecânica dos tubos, 1,25 mL de HCI concentrado e pré-resfriado +

0,25 mL de ferricianeto de potássio 0,05 M foram adicionados, misturados e deixados

à temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da cor rósea foi feita em

espectrofotômetro a 535 nm, usando-se água "milli-Q" + reagentes como branco. A

concentração de ureídeos foi determinada a partir da curva padrão obtida com

alantoína p.a (Sigma). Os resultados foram expressos emQPONMLKJIHGFEDCBAm m o /e s de N-ureídeo / kg

S de tecido.
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2.2.10 Determinação do teor de clorofilasQPONMLKJIHGFEDCBAf ! , I l e totais

A extração da clorofila foi feita pelo método descrito por ENGUEL& POGGIANI

(1991), com base no clássico de ARNON (1949). 7 mg de folhas secas liofilizadas

foram maceradas em almofariz com acetona 80% (v/v) durante 5 minutos. Após

centrifugação a 8.000 rpm por 5 minutos, os teores de clorofilas foram medidos

através de leituras do sobrenadante em espectrofotômetro a 645, 652 e 663 nm. As

concentrações de clorofila f ! , clorofila I l e clorofilas totais foram determinadas

onforme as relações a seguir (WHITHAM e t a l, 1 9 7 1 ) :

Clorofila f ! =

( 12,7mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAX ~3 - 2,69 x As4s) V

1000 W
( 1)

Clorofila I l =

( 22,9 x A s4s _ 4,68 X ~3) V

1000 W
( 2)

~S2 X 1000 x V / 1000 W
Clorofila total = (3 )

34,S

nde: A = absorbância no comprimento de onda indicado

V = volume final do extrato de clorofila

W = matéria seca, em gramas, do material vegetal utilizado

- . =~----
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2.2.11 Eletroforese em gel de poliacrilamidaem presençade dodecil sulfato de sódio

(SDS)e 13-2mercaptoetanol

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida, em presença de

SDSe de 13-2mercaptoetanol, foram conduzidos seguindo-se a técnica descrita por

LAEMMU (1970), adaptada para uso de géis de separação em placas. O gel de

aplicação, contendo 3,5% de poliacrilamida, foi preparado com tampão TRIS-HCI0,5

, pH 6,8 e SDSa 1% (p/v). O gel de separação, com gradiente de 5% a 17,5% de

poliacrilamida, foi preparado com tampão TRIS-HCI 3,0 M, pH 8,8, contendo SDS a

1% (p/v).

As amostras das farinhas dos nódulos e folhas liofilizadas (aproximadamente

2,5 mg/250mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAJ.l. L de "tampão de amostra" - (TRIS-HCIpH 6,8 contendo glicerol + SDS

2-mercaptoetanol + azul de bromofenol) a serem submetidas à eletroforese foram

suspensas (misturados com agitação) no tampão TRIS-HCI 0,0625 M, pH 8,3

ontendo SDSa 1%. A cada suspensãofoi adicionada uma gota de 2 mercaptoetanol

'1%) e estas tratadas a 100 °C por 5 minutos e centrifugadas, em centrifuga

eppendorff, por 5 minutos. Gotas de azul de bromofenol a 0,02% e cristais de

sacarose p.a (Sigma) foram acrescentados aos extratos antes das mesmas serem

aplicadas ao gel. A corrida eletroforética foi realizada à amperagem constante (20

:nA), com uma duração média de 4 horas. Após a corrida eletroforética, o gel foi

colocado para corar durante uma noite com "coomassie brilliant blue R-250" à

,05%, preparado em metanol: ácido acético : água (5:2:5, v/v/v), sendo o

escoramento do gel feito numa mistura de metanol:ácido acético: :água (3:1:6

lv/v). Albumina sérica bovina (66 KDa); Albumina de ovo (45 KDa); Gliceraldeído-

3-P-DehidrOgenase(36 KDa); Anidrase carbônica de Bovino (29 KDa); Tripsinogênio

e pâncreas bovino (24 KDa); Inibidor de tripisina de soja ( 20 KDa) e a-

Lactolburnínade leite bovino (14.2 KDa) foram usadas como marcadores de massa

olecular (SIGMA).
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2.2.12 Determinação da composiçãode aminoácidos totais em farinhas de nódulos e

folhas

As farinhas liofilizadas de folhas e nódulos foram hidrolizadas com HCI 6N,mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

110 oC, por aproximadamente 24 horas em ampôlas seladase a vácuo. Em seguida,

o HCI foi removido por evaporação e o resíduo foi analisado em um analisador

automático de aminoácidos modelo Bio Chrom 20 (Pharmacia), após diluição prévia.

As quantidades de massas de farinhas de folhas e nódulos foram inicialmente

estadas para se alcançar a máxima eficiência do equipamento. Juntamente com as

amostras, foram introduzidas amostras padrões dos aminoácidos conforme

ARQUEZ & MARIA (1996).
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o experimento foi realizado em condições de casa de vegetação, sob

condições climáticas próximas das condições naturais. Durante o período

experimental, prevaleceram temperaturas elevadas ao longo do dia (25 - 36°C) e

a noite (25 - 28mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0c), com a umidade relativa variando de 39 a 85 % . O estresse

ídrico foi imposto às plantas de feijão-de-corda a partir da suspensão da irrigação.

Sob essas condições de alta demanda evapotranspiratória e temperaturas elevadas,

bservou-se, a partir de 24 horas de estresse, murchamento parcial das folhas

urante as horas mais quentes do dia. Ao final das tardes e início das manhãs, o

rgor era recuperado parcialmente, ocorrendo um intenso movimento nas folhas

as plantas estressadas,na orientação contrária à incidência da radiação solar.

A partir do 2º dia de estresse, foi observado um aumento no murchamento e

oarallsação na expansão dos folíolos e redução do crescimento (altura) das plantas.

o último dia de seca (4º dia), houve déficit hídrico intenso, com perda total da

rgescência das folhas, ocorrência de abscisão foliar, início de necrose em algumas

~ lhas e tombamento das plantas. Após a reirrigação, foi observada uma rápida

resposta em termos de recuperação visual da turgescência das plantas, a qual

orreu após cerca de uma hora.

Os efeitos mais evidentes do déficit de água ocorreram sobre as taxas de

escimento das plantas (g MS/planta/dia). No intervalo dos 4 dias de estresse, esses

lores médios foram 0,13 9 MS/planta/dia e 2,37 9 MS/planta/dia nos tratamentos

m déficit de água e controle, respectivamente (Figura 1 A). Após 24 horas de

...:dratação, os valores foram de 2,93 9 MS/plantajdia e 4,44 9 MS/planta/dia, nos

_ is tratamentos, respectivamente. Esses resultados evidenciam a excelente

-ecuperaçãonas taxas de fotossíntese apresentadas pelas plantas de feijão-de-corda

ando reidratadas. É importante observar que as intensas reduções nas taxas de

escimento foram relacionadas com os decréscimos nas taxas de lançamentos de

vos folíolos - indicado pela variação no número de folhas (Figura 4 A) e pelo

UNIVERSIDADE F-r:::Rl.L no rr tQPONMLKJIHGFEDCBAn A
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oelo decréscimo nas taxas de elongação - mostrado pela variação na altura das

olantas (Figura 4 B). Esses resultados foram esperados e já observados para a

l1aioria das plantas sob estresse hídrico severo (SCHULZE, 1986; TAIZ &

ZEIGER,1991; NOBEL, 1992; SALISBURRYmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& ROSSI, 1992).

o déficit de água alterou significativamente a partição de matéria seca das

oartes vegetativas das plantas. Foi constatada uma alocação preferencial de

ssimilados para as raízes, indicada pelo decréscimo na relação parte aérea/raiz

Figura 1 B), e variação nas massa seca de raízes (Figura 3 A), massa seca de folhas

Igura 2 A), massa seca de caules (Figura 2 B) e massa seca de nódulos (Figura 3

). É interessante observar que à exceção das raízes, todas as outras partes das

ntas apresentaram reduções nas massas seca acumuladas em relação ao dia

. ial do estresse. Esses resultados também estiveram dentro do esperado,

:onforme já observado por outros autores, particularmente em genótipos mais

lerantes às condições de seca. Inclusive, essa capacidade genético-fisiológica de

ostrar maior crescimento relativo nas raízes (menor relação parte aérea/raiz) tem

. o utilizada para identificar materiais mais tolerantes à seca (TURNER, 1979;

NES et a/., 1981; COSTA et a/., 1991). Trabalhos com cultivares de feijão-de-corda

ais tolerante à seca têm mostrado existir uma relação positiva entre o crescimento

-adícuíar e o grau de tolerância (GUIMARÃES, 1988).

O maior crescimento das raízes das plantas estressadas ocorreu em

..etrimento, principalmente, da massa de folhas (Figura 2 A) e dos nódulos (Figura 3

::). Resultados semelhantes foram relacionados com aumentos nos níveis de ácido

aoscísíco em plântulas de milho submetidas à desidratação (SAAB etQPONMLKJIHGFEDCBAa I . , 1990). É

portante observar que a umidade das folhas praticamente não variou durante o

- ríodo experimental (Figura 5 A), ratificando que feijão-de-corda apresenta um

ecanismo eficiente de manutenção do estado hídrico das folhas principalmente

~ vés do controle na resistência estomática e fluxo de água, conseguindo manter o

tencial hídrico em níveis satisfatórios durante as fases de estresse (CANCIAN,

':'978; SHOUSE, 1979; TURK & HALL, 1980ª; TURK & HALL, 1980b; CARVALHO et
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a I . , 1998).mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ interessante observar que o feijão-de-corda apresenta baixa capacidade

de ajustamento osmótico, conforme os resultados de Mc CREE & RICHARDSON,

(1987), quando comparam essa espécie com a beterraba açucareira.

Além da eficiência no controle dos estômatos, SHACKEL & HALL (1979),

observaram que V ig n a u n g u ic u la ta apresenta movimentos e orientações nos folíolos

capazes de reduzir a quantidade de radiação incidente, estando de acordo com o

observado nesse trabalho. Por outro lado, as raízes de feijão-de-corda, cultivar Vita

7, apresentaram reduções significativas no teor de umidade, variando de 91 a 42%

no intervalo de 4 dias de estresse (Figura 6 A). Nos nódulos, a umidade variou de 84

a 77% (Figura 6 B), mostrando que essas partes foram mais sensíveis à

desidratação, em termos de perda relativa de água. Trabalhando com V ic ia fa b a

aduladas e submetidas à seca progressiva, GUERIN e t a I . , (1990) observaram uma

correlação positiva entre os potenciais hídricos das folhas e dos nódulos durante a

essecação. É possível que em nosso trabalho possa também ter ocorrido uma

elação positiva entre os potenciais de água nas folhas, os potenciais nos nódulos e o

eor de umidade nos nódulos (Figura 6 B).

As concentrações de clorofilas ª e clorofilas totais mantiveram-se praticamente

onstantes durante o estresse hídrico e após a rehidratação (Figura 7 A e 7 B).

guns autores têm utilizado o "indice de estabilidade da clorofila" para identificar

cultivares mais tolerantes de feijão-de-corda (YADAVA & PATIL, 1984). Em nosso

caso, Vita 7 mostrou alta estabilidade de clorofila. Esses resultados sugerem que o

aparelho fotossintético das plantas estressadas foi mantido protegido durante o

oeríodo de déficit de água. Outra evidência importante foi a intensa recuperação nas

:axas de assimilação líquida (g MS/cm2 folha/dia) após a rehidratação, evidenciando

_ retomada nas taxas de fotossíntese (dados não apresentados). Conforme será

:"scutido no Capítulo 2, a recuperação mostrada na atividade de redutase de nitrato

s folhas após a rehidratação (Figura 15 A) também reforça a idéia de que a

egridade do sistema fotossintético foi pouco alterado (SINHA & NICHOLAS, 1981).
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F ig u ra 2 . Matéria seca de folhas (A) e matéria seca de caules (6) de plantas de

feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e

reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras

representam o desvio padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico

e (e-e) corresponde ao controle.
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F ig u ra 3 . Matéria seca de raízes (A) e matéria seca de nódulos (B) de plantas de

feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e

reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras

representam o desvio padrão. (~-~) representa o tratamento sob estresse hídrico

e (e-e) corresponde ao controle.
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Figura 4. Número de folhas (A) e altura (B) de plantas de feijão-de-corda

submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º

dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras representam o desvio

padrão. (.-~) representa o tratamento sob estresse hídrico e (e_____e) corresponde

ao controle.
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F ig u ra 5 . Umidade de folhas (A) e umidade de caules (B) de plantas de feijão-de-

corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação

após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras representam

o desvio padrão. (Â-Â) representa o tratamento sob estresse hídricoSRQPONMLKJIHGFEDCBAe (. .)

corresponde ao controle.
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Figura 6. Umidade de raízes (A) e umidade de nódulos (B) de plantas de feijão-de-

corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação

após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras representam

o desvio padrão. (:Â.-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e (e___e)

corresponde ao controle.
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F ig u ra 7 . Concentração de clorofila a (A) e de clorofilas totais (B) em folhas de

plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4

dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as

barras representam o desvio padrão. (~-.) representa o tratamento sob estresse

hídrico e (e____e) corresponde ao controle.
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o déficit de água induziu incrementos acentuados nas concentrações de

prolina livre, tanto nas folhas como nas raízes (Figuras 8 A e 8 B).mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ

interessante observar que decorridos apenas 24 horas após o início da

suspensãoda irrigação a concentraçãode prolina (mmol/kg MS) aumentou 3,8

e 8,7 vezes nas folhas e raízes, respectivamente. Nesse período, quando os

valores foram expressos na base de % de prolina em relação ao total de

aminoácidos livres, os aumentos foram de 2,2 e 6,6 vezes para folhas e raízes,

respectivamente. Os valores máximos de acúmulo relativo de prolina foram

atingidos praticamente 48 horas após o início do estresse, tendendo a

estabilizar nas próximas 48 horas, a despeito do agravamento do estresse

hídrico (Figuras 9 A e 9 B).

Os incrementos máximos observados nas concentrações relativas de

prolina livre (% do total de aminoácidos livres) foram de 2,8 e 12 vezes em

folhas e raízes, respectivamente (Figuras9 A e 9 B). Nas folhas, o valor máximo

foi observado 48 horas após o inído do tratamento enquanto que nas raízes o

máximo ocorreu 72 horas após a desidratação das plantas. Esses resultados

indicam que as plantas de feijão-de-corda responderam positivamente em

termos de acumulação de prolina em resposta ao déficit de água. Entretanto,

essa espécie apresentou uma limitada potencialidade genético-fisiológica para

acumular esse aminoácido nas folhas, a despeito da progressão da severidade

do déficit de água (Figuras 8 A e 9 A).

Na realidade, quando expressona base de massa seca, o incremento na

concentração de prolina nas folhas foi maior. Entretanto, esses dados devem

ser observados com cautela tendo em vista a grande redução no acúmulo de

massa seca (cerca 2,1 vezes) e o aumento na concentração dos aminoácidos

livres totais (Figura 10 A). Esses resultados estão de acordo com outros

relatados paraQPONMLKJIHGFEDCBAV ig n a u n g u ic u la ta , mostrando que a espécie apresenta uma

limitação aparente para produzir ajustamento osmótico nas folhas (Mc CREE&

RICHARDSON,1987). Na realidade, o feijão-de-corda mantém o controle do
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potencial hídrico das folhas através de redução no fluxo de água a partir das

raízes (TURK & HALL, 1980b), aumento da resistência estomática (CARVALHOQPONMLKJIHGFEDCBA

e t a I . , 1998), além de movimentos orientados dos folíolos para redução na

intercepção da radiação solar (SHACKELmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& HALL, 1979).

É interessante observar os resultados apresentados pelas raízes quanto

ao ajustamento osmótico. Além de mostrar um acúmulo de prolina 4,3 vezes

maior do que o das folhas (Figura 9 A e 9 B), deve ser ressaltado que as raízes

tiveram o crescimento (incremento de massa seca) aumentado pelo déficit de

água (Figura 3 A). Assim, pode-se afirmar que nessa parte das plantas de

eijão-de-corda ocorreu um intenso acúmulo real de prolina livre em resposta à

desidratação, possivelmente como um mecanismo de ajustamento osmótico.

lém de prolina, observou-se também acumulação de aminoácidos livres totais,

porém em menor extensão (Figura 10B). Essas observações evidenciam a

írnportâncía desse órgão como sensor de estresses, particularmente o déficit de

água (SALISBURRY & ROSSI, 1992). Na realidade, o papel das raízes no

ajustamento osmótico ainda é pouco conhecido (JONES e t a I . , 1981; TAIZ &

ZEIGER, 1991).

Tendo em vista que o estresse hídrico restringe intensamente a

translocação de aminoácidos no floema a partir das folhas para as raízes

(HANSON & Hm, 1982), e que as concentrações de aminoácidos livres totais

das folhas aumentaram somente na proporção das reduções de sua massa seca

(Figuras 10 A e 2 A, respectivamente), deduz-se que os incrementos nas

concentrações de aminoácidos e prolina livre, em particular, são produtos do

próprio metabolismo das raízes ou migração de aminoácidos de outras partes

da planta. Por outro lado, também deve ser descartada a possibilidade de que

os mesmos possam ser produtos da degradação de proteínas, tendo em vista

as altas taxas de crescimento apresentadas por esse órgão (Figura 3 A).

É possível que possa ter ocorrido uma migração de aminoácidos a partir

dos caules para as raízes, tendo em vista que suas concentrações foram
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ligeiramente diminuídas naquelesórgãos nas 48 horas após o início do estresse

(Figura 11 A). Os nódulos devem ter contribuído significativamente como fonte

de compostos nitrogenados para as raízes. Durante o período de estresse, as

concentrações de aminoácidos totais nos nódulos foram reduzidas

drasticamente (Figura 12 B), juntamente com a degradação de algumas

proteínas indicadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 14) e

decréscimo nas concentraçõesde proteínas solúveis (Figura 20 B- Cap. 2). Além

disso, os nódulos das plantas estressadasapresentaram atividade de redutase

de nitrato semelhante ao controle, sugerindo que essa parte da planta também

Pode ter suprido as raízes com aminoácidos provenientes da assimilação do

nitrato (Figura 15 B).

A origem metabólica e o possível papel osmorregulador da prolina

durante o estresse hídrico ainda são incertos e motivos de especulações

(ASPINAL& PALLEG,1981; STEWART,1981; MORGAN,1984; LEA, 1997). A

rota metabólica mais provável para a biossíntese de prolina é a partir de

glutamato (VIÉGAS et a!, 1999). As outras vias possíveis são a partir da

citrulina, da degradação de proteínas ricas em prolina ou da redução nas taxas

de oxidação de prolina (STEWART,1981). As concentrações relativas de prolina

totalmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(% do total de aminoácidos)em folhas e nódulos não foram alteradas pelo

estresse hídrico (Tabela 2 e Tabela 3), indicando que a concentração desse

aminoácido nas proteínas totais não foi alterada. Na realidade, a composição

relativa de todos os aminoácidos totais em folhas e nódulos não foi alterada

pelo estresse hídrico (Tabela 2 e Tabela 3), evidenciando que as principais

alterações no metabolismo dos aminoácidos, induzidas pelo estressse, devem

ter ocorrido na fração "solúvel" (SILVElRA,1987).

As variações nas concentrações de aminoácidos livres nos caules, em

função do tempo de estresse e da rehidratação, foram diferentes daquelas

apresentadas pelas folhas (Figuras 10 A e 11 A). Nos caules não foi observado

acúmulo de aminoácidos durante o período de desidratação. Por outro lado,

após a reidratação a concentração dos aminoácidos livres foi reduzida
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aproximadamente em 50%, em relaçãoàs plantas anteriormente estressadase

ao controle. Enquanto isso, foi verificada uma progressiva acumulação de

ureídeosnos caules durante o períododos 4 dias de desidratação, atingindo um

valor máximo 4,5 vezes superior ao controle (Figura 11 B). Após a reidratação,

esse valor foi reduzido em, aproximadamente, 50%. Essesdados sugerem que

plantas noduladas de feijão-de-corda sob estresse hídrico podem acumular

grandes quantidades dos ureídeos provenientes da fixação simbiótica de N2 e

ão degradados pelas alantoinases das folhas (SCHUBERT,1986). Por outro

do, os caules não acumularam aminoácidos, ao contrário, supriram suas

eservas principalmente para o crescimentoda parte aérea após a reidratação.

Essesresultados estão de acordo com os apresentados por outros tipos

e estresses ambientais em que a composição dos aminoácidos da fração

rotéica é bastante estável, enquanto a composição da fração "solúvel" é

extremamente variável (SILVElRA& CROCOMO,1989; RABE,1993). Assim, é

orovável que o acúmulo de proüna livre, principalmente nas raízes, deve ter

ido produto de sua biossíntese na fração "solúvel" dos compostos

itrogenados, provavelmente a partir de glutamato e cítruhna.mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ interessante

servar que as concentrações de proüna livre diminuiram drasticamente, em

- lhas e raízes, após 24 horas de rehidratação (Figuras 8 A , 8 B, 9 A e 9 B).

rtanto, a magnitude e a rapidez das oscilações de suas concentrações

gerem um papel efetivo no ajustamento osmótico de feijão-de-corda.

= tretanto, a efetividade de sua presença nos tecidos estressadas, assim como

a origem metabólica e os mecanismosde sinalizaçãomolecular de percepção

estresse hídrico (BRAY,1993), fogem dos objetivos deste trabalho.

Folhas e nódulos apresentaram diferentes respostas no perfil da

etroforese das proteínas totais (Figuras 13 e 14). Nas primeiras, o estresse

, rico induziu pequenas variações na intensidade visual das bandas protéicas,

quanto que nos nódulos foram visuallzadas reduções em diversas bandas,

íncípalmente naquelas com massas moleculares aparentes de,

aproximadamente, 55, 50, 45, 36, 33 e 30 kDa (Figura 14). Esses resultados
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"-foram corroborados pelas variações nas concentrações de aminoácidos totais

(Figura 12 B) e de proteínas solúveis (Figura 20 B - capo 2).mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ interessante

observar que após 24 horas de reidratação, houve uma redução acentuada na

lntensldade visual de diversas bandas protéicas de folhas (Figura 13), paralelo

às diminuições nas concentrações de proteínas solúveis (Figura 24 A - capo 2).

Os resultados anteriores sugerem que as proteínas dos nódulos foram

mais sensíveis ao déficit de água, possivelmente pelo aumento na atividade de

roteases (SILVElRA et aI., 1999 a). Por outro lado, aparentemente, as

roteínas das folhas foram relativamente menos sensíveis à desidratação em

rmos de degradação. Entretanto, após a reidratação, é provável que várias

frações protéicas tenham sido metabolizadas através do aumento no "turnover"

as proteínas. Esses resultados são esperados desde que o déficit de água

rovoca reduções na intensidade de síntese de proteínas (BEWLEY, 1981; TAIZ

ZEIGER, 1991; RABE, 1993) e aumentos na atividade de proteases (SINHA &

ICHOLAS, 1981; RABE, 1993). Os dados anteriores também estão de acordo

com a intensidade de retomada do crescimento em nódulos (Figura 3 B) e

folhas (Figura 2 A) após a reidratação, tendo sido foi maior nas folhas.

Os resultados evidenciam que, a despeito da severidade do estresse

ídrico induzido, as plantas de feijão-de-corda, cultivar Vita 7, foram capazes de

apresentar excelente capacidade de recuperação à reidratação, mostrado pelo

aspecto visual na turgescência das folhas e incremento nas taxas de

escimento, principalmente das folhas. Além disso, as concentrações de

orofilas foram mantidas constantes durante o estresse, sugerindo algum

ecanismo protetor para o aparato fotossintético. Da mesma maneira, a

relação proteínas/massa seca permaneceu praticamente constante nas folhas,

" dicando uma certa estabilidade no balanço de proteínas/crescimento. Por

utro lado, os nódulos, aparentemente, foram mais sensíveis ao estresse, em

termos de crescimento e de alterações na integridade de suas proteínas.
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"-
Além da excelente capacidade de manutenção do estado hídrico da

lanta, através do controle da abertura dos estômatos, movimentação das

olhas e controle no fluxo de água para a parte aérea, como é conhecido na

íteratura, as plantas noduladas de feijão-de-corda mostraram uma boa

capacidade de ajustamento osmótico nas folhas, possivelmente com a efetiva

participação de prolina e possivelmente ureídeos livres. Entretanto, foram as

raízes as partes mais ajustadas ao estresse hídrico, mantendo taxas de

crescimento superiores às do controle e excelente ajuste osmótico, a partir do

acúmulo de prolina e aminoácidos livres.
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F ig u ra 8 . Concentração de prolina nas folhas (A) e nas raízes (B) de plantas de

feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e

reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras

representam o desvio padrão. (~-~) representa o tratamento sob estresse hídrico

e (e__e) corresponde ao controle.
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% PROLINA - FOLHAS AmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 9. Concentração relativa de prolina (% do total de a.a livres) nas folhas (A) e

nas raízes (B) de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva

(seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação

das plantas e as barras representam o desvio padrão. (~-- ••.) representa o

tratamento sob estresse hídrico e (e____e) corresponde ao controle.
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Figura 10. Concentração de aminoácidos livres totais nas folhas (A) e nas raízes (B)

de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante

4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as

barras representam o desvio padrão. (~-~) representa o tratamento sob estresse

hídrico e (e__e) corresponde ao controle.
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A A L IV R E S - C A U LE S A SRQPONMLKJIHGFEDCBA
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F igu ra 11 . Concentração de aminoácidos livres totais em caules (A) e concentração

de ureídeos em caules (B) de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação

progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da

reirrigação das plantas e as barras representam o desvio padrão. (Â-:Â) representa

o tratamento sob estresse hídrico e (e-e) corresponde ao controle.

- - --- - -- - -

----



107MLKJIHGFEDCBA

A .A TO TA IS - FO LH A S
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F ig u ra 1 2 . Concentração aminoácidos totais em folhas (A) e nódulos (B) de plantas

de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e

reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação das plantas e as barras

representam o desvio padrão. (.•.- .•.) representa o tratamento sob estresse hídnicoSRQPONMLKJIHGFEDCBA

e (. .) corresponde ao controle.



108mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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14.2SRQPONMLKJIHGFEDCBA

F igu ra 13 . Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presença de SDS e f3-

mercaptoetanol, da farinha de folhas de feijão-de-corda submetidas à

desidratação e reidratação.

M=marcador de massa molecular;

1,2,4,6,8,10 e 12=plantas controle (sem estresse hídrico);

3,5,7 e 9=plantas com 1,2,3 e 4 dias de desidratação, respectivamente;

11 e 13=plantas com 1 e 2 dias após a reidratação, respectivamente.
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36

29

24

20

14.2MLKJIHGFEDCBA

g u raSRQPONMLKJIHGFEDCBA14 . Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presença de SOS e f3-

ercaptoetanol, da farinha de nódulos de feijão-de-corda submetidas à

esidratação e reidratação.

=marcador de massa molecular;

1,2,4,6,8,10 e 12=plantas controle (sem estresse hídrico);

3,5,7 e 9=plantas com 1,2,3 e 4 dias de desidratação, respectivamente;

11 e 13=plantas com 1 e 2 dias após a reidratação, respectivamente.
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Tab e la 2 :zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAPorcentagem de aminoácidos totais ( % do total de A.A.) de farinha de folhas de

plantas de feijão-de-corda, submetidas a 4 dias consecutivos de estresse hídrico e reidratado

após esse período (indicado pela seta).

c= controle E= estresse hídrico

I
TEMPO •O 1 2 3 4 5 6

C E C E C E C E C E C E C E

AA

Asp + Asn 9 9 10 11 11 10 10 10 9 10 10 10 10 11

Thr 6 6 6 6 5 5 6 6 5 5 6 6 6 6

Ser 6 6 6 6 5 5 5 6 5 5 6 6 6 7

G lu+G In 11 11 12 13 12 12 11 12 11 12 12 13 13 14

Pro 7 7 8 7 10 11 11 11 13 12 9 9 8 9

G ly 11 11 11 11 9 9 10 10 10 10 11 10 11 11

A ja 11 11 10 10 9 9 10 10 10 10 10 10 10 10

VaI 11 11 6 7 10 9 11 5 10 10 6 10 6 7

Met 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

De 4 4 4 4 4 3 4 4 3 4 4 4 4 4

Leu 9 9 9 9 8 8 9 9 9 8 10 9 10 10

Tyr 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Phe 5 5 5 5 4 4 4 4 4 4 5 4 5 5

H is 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Lys 5 5 6 6 5 6 5 6 5 5 5 5 6 6
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Tab e la 3 :zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAPorcentagem de aminoácidos totais (% do total de A.A.) de farinha de nódulos de

lantas de feijão-cle-corda, submetidas a 4 dias consecutivos de estresse hídrico e reidratado

após esse período (indicado pela seta).

C= controle E= estresse hídrico

TEMPO O ·

O 1 2 3 4 5 6

C E C E C E C E C E C E C E

AA

Asp + Asn 10 10 9 11 10 10 10 10 10 12 10 10 11 10

Thr 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Ser 5 5 5 6 5 5 5 5 6 6 6 5 6 6

G lu + G ln 11 11 11 12 12 12 13 11 13 13 13 12 13 12

Pro 12 12 15 9 12 11 4 11 10 10 8 13 8 12

G ly 9 9 8 9 9 9 9 9 9 10 9 9 9 9

A la 13 13 13 14 13 13 14 15 13 14 13 14 13 13

Vai 10 10 10 7 11 7 11 7 6 8 7 6 7 6

Met 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Ile 3 3 3 3 3 3 4 4 3 4 4 3 4 3

Leu 7 7 7 9 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Tyr 2 2 2 2 2 2 3 2 2 3 3 2 3 2

Phe 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 3 3 3

H is 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Lys 6 6 6 7 6 6 6 6 7 6 6 6 7 6



3 . CAP ÍTULO 2

"A SSIM ILAÇÃO DE N ITROGÊN IO EM PLANTAS NODULADAS DE

FE IJÃO -DE -CORDA [ Vigna unguiculata (L .) W alp ] SUBM ET IDA S AO

DÉF IC IT DE ÁGUA EMLKJIHGFEDCBAÀ RE IDRATAÇÃO "

3 .1 IN TRODUÇÃO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As leguminosas, dentre as plantas superiores, são as únicas capazes de usar

simultaneamente ou isoladamente as fontes de nitrato do solo ou de fertilizantes e

2através da fixação simbiótica em associaçãocom o rhizóbio (VESSEY& WATERER,mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1992). O Nitrato é a principal fonte de nitrogênio inorgânico em solos cultivados.

Embora o nitrato iniba tanto a nodulação como a fixação de N2 por meio de

mecanismos ainda desconhecidos, é observado que sua presença em baixas

concentrações é favorável para o estabelecimento inicial de plantas noduladas

(SILVElRAQPONMLKJIHGFEDCBAe t a i, 199~). Por outro lado, é também observado que para uma espécie

de leguminosa a tolerância ao nitrato para a nodulação depende da interação

genética da cultivar e do tipo de estirpe envolvida na simbiose (WU & HARPER,

1990). A questão sobre a melhor fonte de N (N03- ou N2) para uma leguminosa é

ainda uma razão de discussão,desde que vantagens e desvantagens existem para o

uso de qualquer uma dessas formas de nitrogênio de maneira isolada (SILVElRA e t

a i, 199~). Com relação à V ig n a u n g u ic u /a ta , tem sido observada uma alta

capacidade para nodulação e fixação de N2 em um largo espectro de estirpes de

B ra d irh iz o b iu m s s p , tanto em condições artificiais quanto em condições de campo

(ARAÚJO& WATT, 1988).

Apesar de anos de pesquisa sobre o estudo do déficit hídrico em plantas

superiores, ainda não está bem compreendido os processos moleculares que mais

rapidamente são afetados pelo estresse hídrico, como também os mecanismos

112
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iciais de resposta molecular (BRAY,1993). Em geral, é aceito Que uma pequena

redução no fluxo de água leva a uma redução das taxas de assimilação

~otossintéticado C02, em reposta ao aumento da resistência estomática (SCHULZE,

986). A atividade de várias enzimasé reduzida pelo estresse hídrico. Uma das mais

sensíveis ao déficit de água é a redutase do nitrato (EC.1.6.6.1), Que catalisa a

edução do N03-mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà N02-,e Quetem sido considerada como a reação "marca passo"

a conversão de N-nitrato para aminoácidos e, também, um passo limitante na

síntese de proteína (LEA, 1997). Em razão de ser, principalmente, uma enzima

. duzida pelo substrato e ser regulada por vários fatores metabólicos, a redutase do

itrato (RN) tem mostrado um mecanismo complexo de regulação pelo estresse

ídrico, devido aos efeitos diretos e indiretos envolvidos (FOYERQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1 9 9 8 ) .

o déficit hídrico induz uma abrupta redução nas taxas de absorção e no fluxo

e nitrato das raízes para as folhas, fazendo cessar os mecanismos de síntese da

proteína RN e sua atividade catalítica (SHANER& BOYER,197~ e Q). De acordo

om os estudos de FERRARIOe t a l (1998), com plantas de tabaco transgênicas, o

estresse hídrico, inicialmente, provocou um aumento no "tumover" (degradação) da

roteína RN pelo aumento da atividade de proteases e somente 3 dias após a

esidratação, a concentração de RNAmda RN foi rapidamente reduzido. Isto não

poderia, contudo, explicar a rápida recuperação da atividade da RN após a

eidratação da planta. Os autores também observaram Que a expressão da redutase

do nitrato do tipo constitutiva, temporariamente, retardou as perdas induzidas pelo

estresse hídrico na atividade de RNe mais rapidamente recuperou a atividade da RN

após a reidratação. Por outro lado, os nódulos de raiz de plantas leguminosas

poderiam exibir significantes níveis de RN do tipo constitutiva, não induzível por

nitrato (SILVEIRAe t a l, 199~).

A importância e o papel fisiológico para a redução do nitrato em nódulos

ativos, ainda são desconhecidas, particularmente sob condições de estresse

ambiental (SILVEIRA et aI., 199~). O processo da fixação simbiótica de N2 é

intensamente dependente da energia da fotossíntese (GORGOCENAe t a I . , 1 9 9 7 ) .

- --
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guns pesquisadores têm mostrado que a redução na fixação de N2é relacionada

com a carga energética do nódulo e nas variações no suprimento de fotossintetatos

PElTERSONQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1979; FINN & BRUN, 1980). Por outro lado, o déficit de água

duz uma grande redução nas taxas de fixação de N2 por meio de mecanismos

ainda não conhecidos (SPRENT,1981; GUERINe t ai, 1990). O declíneo nas taxas de

'ixação de N2 em nódulos de soja submetidos a um déficit hídrico não foi

correlacionado com a disponibilidade de carboidratos dos nódulos (FELLOWSet aI.,

987). Além disso, o estresse hídrico induziu uma significante redução (70% ) na

atividade da nitrogenase (redução de acetileno) bem mais do que nas taxas de

otossíntese (5% ) de plantas de soja (DURAND e t ai, 1987), sugerindo que outros

'atores, além daqueles relacionadoscom a fotossíntese, deveriam estar envolvidos

om a redução na fixação de N2. O estresse hídrico também causa aumentos na

:esistência de difusão de 02 através das células do córtex do nódulo para o tecido

central. Além disso, induz significantes reduções na concentração de

eghemoglobina, possivelmente pela atividade de proteases (GUERINe t el, 1 9 9 0 ) .

Apesar da assimilação de nitrato e da fixação simbiótica do nitrogênio serem

orocessos antagônicos, em termos de consumo de energia e regulação inibitória

~ESSEY & WATERER,1992), é possível que um equilíbrio favorável possa existir

entre essas duas fontes de N, principalmente quando na presença de baixos níveis

e nitrato e em condições de déficit de água. Nesta situação, a presença do nitrato

::xx:Ieriafavorecer o ajustamento osmótico das plantas noduladas sob estresse

ídrico. Entretanto, existem poucas informações sobre os efeitos e os mecanismos

o déficit de água em relação a atividade de RN e a fixação simbiótica do N2 em

,eguminosas noduladas em presença de nitrato. Neste trabalho foram realizados

ensaios sobre alguns efeitos do déficit hídrico seguido da reidratação sobre alguns

;x3râmetros relacionados com a assimilação do nitrogênio (NO-3 + N2) em plantas

oduladas de V ig n a u n g u ic u la ta crescidasna presençade nitrato.
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3.2.1 Condições do Experimento

o experimento foi conduzido em casa de vegetação do Centro de Ciências

grárias da Universidade Federal do Ceará (UFC) , em Fortaleza-Ce, no período de

utubro a dezembro de 1995. As temperaturas e umidades médias mínimas (noite) e

máximas (dia), de dentro da casa de vegetação, variaram de 25°C a 36°C e 39% a

5%, respectivamente, durante o período experimental. O substrato utilizado para o

escimento das plantas foi uma mistura de sílica : vermiculita na proporção de 1:2

v:v), sendo a mesma lavada com água destilada por 5 vezes e, posteriormente,

autoclavada por 20 minutosmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temperatura de 120°C e pressão de 1 atm. Utilizou-se

vasos de Leonard modificados produzidos a partir de frascos de vidro de reagentes

e 1 L, cortados nas duas extremidades opostas (em cima e em baixo) e ajustados

m sobre o outro em sentido contrário, sendo a parte externa pintada com tinta cor

rata.

As partes dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de diâmetro,

oerfazendo um volume de aproximadamente 800 cm3 em cada parte. Os vasos foram

vados internamente com hipoclorito de sódío comercial 20% (v:v). Cada vaso foi

, 'gado com solução de Cas04 0,1 mM, até a saturação do substrato sólido da parte

superior, para favorecer as condições de pH e suprimento de Ca+2 para germinação e

odulação. Foi fomecida solução nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950)

modíftcada no Laboratório de Metabolismo e Fixação de Nitrogênio da UFC (LABFIX),

conforme a tabela 1, capítulo 1.

.2.2 Material vegetal e estirpe utilizada

As sementes de feijão-de-cordaQPONMLKJIHGFEDCBA[V ig n a u n g u ic u /a ta (L ) Walp], cultivar vita 7

foram procedentes do Centro Nacional de Pesquisa do Meio NortejEMBRAPA,

Teresina, Piauí. Conforme descrito por FREIRE FILHO e t a I . (1983), essa cultivar de

115
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:eijão-de-corda é recomendada para cultivo tanto em condições de baixa disponibilidade

ídrica (sequeiro), como em condições de irrigação. Alguns trabalhos têm sugerido quemlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3 cultivar vita 3 apresenta características de tolerância ao déficit hídrico em relação às

cultivares vita 5 evita 7 (GOMES FILHOQPONMLKJIHGFEDCBAe t et. 1996). A estirpe de R h iz o b iu m spp •

utilizada foi a Br 3256 fornecida pela Centro Nacional de Pesquisa em

grobiologia/EMBRAPN Rio de Janeiro, cuja planta hospedeira é V ig n a u n g u ic u la ta , de

rigem africana (Zimbabue) a qual apresenta também a designação de CB-756.

A estirpe foi crescida em meio YMB (DALTON, 1980) que foi utilizado como

oculante líquido, tendo sido feita contagem de células conforme SOMASEGARAN &

10BEN (1985) e padronização de 109 células/mt., Foram feitas 3 inoculações (1

-nt/planta) :

1a inoculação : 2 dias após o plantio

2a inoculação : 3 dias após o plantio

3a inoculação : 4 dias após o plantio

3.2.3 Delineamento estatístico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial

tipo 2 x 7 x 1 (condições hídricas x tempo x cultivar), com 3 repetições. Foi utilizado um

tratamento controle (plantas somente inoculadas e sem a presença de nitrato). A

comparação entre as médias foi feita através do desvio padrão da média ao longo do

empo.
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.2.4 Condução das plantas

As sementes foram desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio comercial

aClO) 10 % (v/v), por 20 minutos sob aeração forçada, sendo imediatamente lavadas

em água destilada por 3 vezes para retirar o excesso do NaClO. Em seguida, as

sementes foram mergulhadas em água destilada, com aeração forçada, por um período

e 20 minutos e lavadas por 5 vezes em água destilada para embebição. As sementes

foram colocadas para germinar no próprio substrato, saturado no dia anterior com

caS040,1 mM, sendo plantadas 6 sementes / vaso. Após a emergência, foram mantidas

e inoculadas 2 plantas/vaso conforme descrito no ítem 2.2 .

As plantas receberam nutrientes minerais na forma de solução nutritiva (Tabela

1), através de sub-irrigação por capilaridade a partir da parte inferior dos vasos de

Leonard, sendo que na 1a semana a solução foi diluída 1/10, na 2a semana a solução

foi diluída 1/5 e nas semanas seguintes a solução foi empregada sem diluição e

contendo 5 mM de N03-. A solução nutritiva foi trocada a cada 2 dias, sendo que na 1a

semana foi fornecido apenas 1 mM de NO-3 (exceto no controle com plantas somente

inoculadas). Foi anotado diariamente o valor de pH da solução descartada.

Todos os dias foi feito adição de água destilada através da parte superior até

completar o volume da solução contida na parte inferior. As temperaturas máximas e

mínimas registradas no interior da casa-de-vegetação durante o período experimental

são apresentadas no apêndice 2. Semanalmente, houve rodízio, ao acaso, dos vasos

sobre as bancadas. Para tratamento fitossanitário, inseticida e fungicida foram utilizados

quando necessário, conforme recomendação do Setor de Fitossanidade do Centro de

Ciências Agrárias da UFC.

No vigésimo oitavo dia após a emergência das plantas (28º DAE) as plantas do

tratamento "estresse hídrico" foram submetidas à retirada da água (solução) da parte

inferior dos vasos, permanecendo apenas com a àgua retida na fase sólida da parte
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perior durante 4 dias consecutivos e, após esse período, reidratadas diariamente

... rante 2 dias (reidratação), enquanto que as plantas controle foram mantidas

...laríarnente na presença de solução nutritiva .

.2.5 Coleta das plantas e determinação da massa seca

Foram feitas 7 coletas destrutivas, sendo que as plantas foram coletadas às

:00 horas e separadas em raiz, caule com pedolos, folhas e nódulos. Em seguida, as

oertes foram pesadas separadamente para determinação da massa fresca. Tomou-se

..•ma amostragem de cada parte para determinar a porcentagem de umidade através da

eterminação da massa seca em estufa com circulação forçada de ar a 70mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0(, com

exceção dos nódulos, cuja massa seca foi determinada após liofilização. Determinou-se

:ambém a altura das plantas, com o auxílio de uma fita métrica, e contou-se o número

e folhas. Imediatamente após a coleta, as partes foram congeladas com N2 líquido e

antidas em freezer (-20°C) até a liofilização para preparo da farinha das partes.

3.2.6 Determinação da Atividade da Redutase do Nitrato em Folhas e Nódulos

Foi empregado o método in vivo de HAGEMAN & HUCKLESBY (1971), modificado.

=Oram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos foliares de 0,5 cm de diâmetro e,

aproximadamente, 200 mg de nódulos frescos em fatias finas. As amostras foram

colocadas em tubos de ensaio do tipo "vacutainer", contendo 5 mL do tampão de

reação (tampão fosfato 0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KN03 50 mM e

oranfenicol 15 rnq/L) e estes cobertos com papel alumínio (tratamento escuro). Em

seguida, os tubos foram evacuados com o auxílio de uma bomba de vácuo, durante 2

inutos. Após, os tubos foram colocados em banho-maria a 30 0(, por 30 minutos, ao

abrigo da luz. Em tubos de ensaio tipo pirex, foram adicionados alíquotas de 1 mL de
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:ampão fosfato + 2 ml do extrato diluido + 1 ml de sulfanilamida 1% em HCI2,4 M +

: ml de N-1-naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA)0,02 % , totalizando um volume

-nal de 5 mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos. A

itura foi feita em espectrofotômetro a 540 nm , usando-se água \\milli-Q + reagentes

.:omo branco. A atividade da redutase do nitrato foi estimada através da produção de

0-2 no meio de reação, sendo expressaem mmoles de N02-/kg MF/ h, a partir de uma

curva padrão obtida com KN02p.a (Sigma).

3.2.7 Determinação da atividade de glutamina sintetase (GS) em nódulos e folhas

Nódulos liofilizados foram triturados em almofariz, em banho de gelo, na

oresençade nitrogênio líquido. A 0,1 9 de nódulo, 5 ml(2+2+1ml) de tampão HEPES

~,1 M pH=8,0, contendo MgCI 10 mM + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na 0,2 M foram

adicionados. Após maceração por 5 minutos, a suspensão foi filtrada em pano fino de

sêda e centrifugada a 30.000 xQPONMLKJIHGFEDCBAg , a 0mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0-4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante (citosol

. re de células) foi congelado para posterior determinação da atividade.

As folhas foram trituradas em almofariz, banho de gelo, com nitrogênio líquido.

0,2 g de folhas secas liofilizadas 5 ml (2ml + 2 ml + 1mL/ 2 minutos cada) de

tampão de extração TRIS-HCI25 mM, pH=7,6, contendo 10 mM de MgCh + 10 mM de

~-2-mercaptoetanol + PVP 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na foram adicionados. Após

maceração por 5 minutos, a suspensãofoi filtrada em pano fino de sêda e centrifugada

a 30.000 g (21.000 rpm), a ° - 4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi congelado

para posterior determinação da atividade de GS.

A atividade de GS nos nódulos e nas folhas foi determinada pelo método

biossintético do hidroxamato descrito em SIlVEIRA e t a I . (1998). A reação foi

preparada, em tubo de ensaio, com 600 ul, de tampão de reação TRIS-HCI 0,25 M,

pH=7,0 + 200 ul, de glutamato de sódio 0,3 M, pH=7,0 + 200 ul, de ATP 30 mM,
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H=7,0mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ 200 ~L de Mg 504 • 7 H200,5 M + 500 ~L de extrato de nódulos ou folhas +

_00 ~L de solução de hidroxilamina (NH2OH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na proporção 1:1QPONMLKJIHGFEDCBA

Iv ) . Após agitação vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex e incubação em banho-

aria, a 30 °C, por 30 minutos, 500 ~L de solução férrica [ FeCh.6H20 10 % (p/v) em

-ICI0,2 M + ácido tricloroacético 24 % (p/v) + HCI 50 % (v/v), na proporção 1:1:1]

:oram adicionados e a suspensãocentrifugada a 7.000x g por 10 minutos. A leitura foi

'e íta em espectrofotômetro a 540 nm, usando-se água "milli-Q" (em substituição ao

extrato enzimático) + reagentes, como branco. A atividade da glutamina sintetase

'G5), foi determinada a partir da curva padrão de y-glutamil-hidroximato e os

-esuítados foram expressos em mmoles de y-glutamil-hidroximato / kg M5 de tecido /

ora e mmoles de y-glutamil-hidroximato / kg de proteínas solúveis 10-3 / hora.

3.2.8 Determinação da concentraçãode proteínas solúveis totais

As concentrações das proteínas solúveis totais de nódulos e folhas foram

determinadas pelo método colorimétrico de BRADFORD(1976). Os nódulos liofilizados

foram triturados em almofariz em banho de gelo e na presença de nitrogênio líquido (-

1960C). A 0,1 9 de nódulos secosalíquotas de 2 + 2 + lmL de tampão HEPE50,1 M

pH=8 , contendo KOH O,lM + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na0,2 M foram adicionadas.

Após macerados durante 5 minutos, foram filtrados em pano fino de sêda e

centrifugados a 30.000xg, a 00-4 °c, por 30 minutos. O sobrenadante (citosol livre de

células) foi congelado (-20 °C) para posterior determinação de proteínas solúveis e

atividade de glutamina sintetase. As folhas recém-colhidas e congeladas foram

trituradas em almofariz em banho de gelo e na presença de nitrogênio líquido (- 1960

C). A 1 9 de folha fresca foi adicionado (2 + 2 + 1 mL) tampão Tris-HCI 25 mM,

pH=7,6, contendo MgCb 10 mM + f3-2-mercaptoetanol10mM + EDTA-Na5 mM + PVP

insolúvel 5% (pjv). Após triturado durante 5 minutos, o macerado foi filtrado em pano

fino de sêda e centrifugados a 30.000x g , a 00-4 0c por 30 minutos. O sobrenadante foi
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:ongelado para posterior análise. A reação foi preparada em tubo de ensaio, onde

~ ram adicionados 0,1 mL de extrato (diluiu-se quando necessário) + 2,5 mL do

-eaçente de Bradford. As leituras foram feitas em espectrofotômetro a 595 nm,

antendo-se a faixa de 0,3 à 0,5 unidades de absorbância, usando-se água "milli-Q" +

-eaçente como branco. A concentraçãode proteínas solúveis totais foi estimada a partir

curva padrão construída com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultados foram

expressosem kg de proteína /kg MS. 10-3de tecido.

3.2 .9 Determinação de N03-em raízes,caules e folhas

Foram adicionados 100 mg de tecido vegetal liofilizado a tubos de ensaio com

rolha de borracha contendo 5 mL de água "milli-Q" e colocados para ferver em banho-

aria a 100°C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram deixados a temperatura

ambiente por alguns minutos e, posteriormente, centrifugados, a 3.000 rpm por 10

inutos. O sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio e o precipitado foi

essuspendido com outros 5 mL de água "milli-Q", sendo repetido o procedimento da

extração anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em um tubo de ensaio

graduado e o volume foi completado com água "milli-Q" até atingir 10 mL. Os extratos

obtidos foram congelados para posterior análise.

O método utilizado foi o de CATALDOQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I (1975), sendo os valores das alíquotas

reduzidos para V4 dos mencionadospor essesautores. A reação foi preparada em tubo

de ensaio, contendo 100 IlL do extrato + 200 IlL de solução de ácido salicílico 5 %

(p/v), marca Sigma, em ácido sulfúrico concentrado p.a. (Merck). Após agitação

vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex os tubos foram deixados a temperatura

ambiente, por 20 minutos. Em seguida, lentamente, 4700 IlL de NaOH 2 M foram

adicionados sob agitação para atingir pH acima de 12. Após repouso à temperatura

ambiente durante 15 minutos, as leituras foram feitas em espectrofotômetro a 410 nm,
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usando-se água "milli-Q" + reagentes, como branco. A concentração de N03- foi

determinada a partir da curva padrão com KN03p.a (Sigma) e os resultados foram

expressosem mmoles de N03-QPONMLKJIHGFEDCBAI kg MSde tecido.

3.2.10 Determinaçãoda concentraçãode leghemoglobina em nódulosmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o método colorimétrico da cianometahemoglobina de WILSON & REISENAUER

(1963) e DAKORA(1995), com algumas modificações, foi empregado. 0,2 9 de nódulos

secos liofilizados foi maceradojuntamente com 10 mL de solução de DRABKIN[KCN 0,8

mM + K3Fe(CN)60,6 mM + NaHC0312 mM] por 3 vezes consecutivas (3 mL + 3 mL +

4 mL, durante 2 minutos em cada porção) . Após centrifugação a 500x g por 15

minutos, o volume foi completado com solução de Drabkin para 10 mL, e novamente

centrifugado a 30.000x g , a 00-4 0C, por 30 minutos. A leitura do sobrenadante foi feita

em espectrofotômetro a 540 nm, usando-se a solução de Drabkin como branco. A

concentração de leghemoglobina foi determinada a partir da curva padrão de

emoglobina e os resultados expressos em kg de leghemoglobina Ikg MS 10-3 de

ódulo.

3.2.11 Determinaçãode ureídeos na seiva do xilema

A análise foi feita pelo método colorimétrico de VOGELS& VAN DER DRIFT

(1970), baseado na hidrólise da alantoína até glioxilato. Para a coleta da seiva do

xilema, as plantas foram transferidas para o laboratório, às 9:00 hs da manhã. Todos os

vasos foram colocados em presença de água destilada durante 30 minutos com

finalidade de induzir a pressão radicular. Após isso, as plantas foram cortadas com uma

lâmina na altura do nó cotiledonar, procedendo-se a lavagem e secagem do local do

corte com papel de filtro. A seiva exsudada foi coletada com o auxílio de seringas
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1ipodérmicas de 1,0 mL, durante o tempo de 60 minutos, sendo desprezada a seiva

icial. O volume da seiva foi aferido e, em seguida, mantido em frasco de vidro, em

~eezermlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà aproximadamente -20 oC,até o momento da análise.

Para a análise, a 5 ~L de seiva do xilema + 745 ~L de água "milli-Q" foram

adicionados 250 ~L de NaOH 0,5 M . Após, agitação em um agitador de tubos tipo

ortex e aquecimento, em banho-marta a 100 °C, por 8 minutos e resfriamento em

oanho de gelo foram adicionados 250 ~L de HCI 0,65 M. Após agitação e novo

aquecimento em banho-maria a 100 °C durante 4 minutos e resfriamento em banho de

elo, foram adicionados 250 ~L de tampão fosfato 0,4 M pH=7 (Na2HP04. 7 H20 +

aH2P04. H20 ) + 250 ~ L de fenilhidrazina (0,066 g/20 mL de H20) . Os tubos foram

eixados à temperatura ambiente por 5 minutos e, então, colocadosem água gelada. A

seguir, 1250 ~L de HCI concentrado p.a, pré-gelado + 250 ~L de ferricianeto de

ootássío(0,417 g / 25 mL de H20) foram adicionados.Os tubos foram retirados da água

elada e agitados em agitador de tubos tipo vortex e deixados à temperatura ambiente

JOr 15 minutos, até desenvolverem cor rósea ou vermelha. As leituras foram feitas em

espectrofotômetro a 535 nm, usando-se água "milli-Q" + reagentes, como branco. A

concentraçãode N-ureídeo foi determinada a partir de uma curva padrão com alantoína

.a.(Sigma). Os resultados foram expressosem mmoles de N-ureídeo / L de seiva.

- -

-- --- --- -----------------
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Neste experimento, foram avaliados os impactos relativos da seca

(desidratação) progressiva e da reidratação sobre a assimilação do nitrogênio

oriundo tanto da redução assimilatória do NO-3como da redução assimilatória do N2

(fixação simbiótica de N2), quando plantas noduladas de feijão-de-corda, cultivar Vita

7, foram supridas, simultaneamente, com essas duas fontes de N inorgânico. Assim,

procurou-se comparar a sensibilidade e a capacidade de recuperação de cada um

desses processos diante de uma situação de secajreidratação em curto período de

tempo.

A redução assimilatória do nitrato, estimada através da atividade da redutase

de nitrato - aRN ("in vivo"), em folhas e nódulos e pelas variações nas concentrações

de nitrato em raízes, caules e folhas, mostrou respostas bastante diferentes em

relaçãomlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà secajreidratação. Nas folhas, aRN foi extremamente sensível ao déficit de

água, caindo para valores de 20% do controle após 24 horas de estresse, sendo, em

seguida, praticamente reduzida a zero. Entretanto, a atividade da enzima mostrou

uma excelente recuperação à reidratação, alcançando 75% da atividade do controle,

após 24 horas de reidratação (Figura 15 A). Esses resultados foram semelhante a

outros relatados na literatura para várias espécies vegetais, mostrando que aRN é

extremamente sensível à desidratação (SINHA & NICHOLAS, 1981; SALISBURRY &

ROSSI, 1992; RABE, 1993; FERRARIOQPONMLKJIHGFEDCBAe t a / . , 1998; FOYER e t a / . , 1 9 9 8 ) .

Durante o período de déficit hídrico as concentrações de proteínas solúveis

nas folhas não foram reduzidas (Figura 20 A), assim como as concentrações de

aminoácidos totais (Figura 12 A- capo 1) e intensidade das bandas da eletroforese

das proteínas totais (Figura 13 - capo 1). Assim, é provável que o intenso decréscimo

na aRN das folhas provocados pelo défict de água tenha sido induzido,

principalmente, pelas reduções no fluxo de NO-3 a partir das raízes, em função da

diminuição nas taxas de transpiração (SHANER & BOYER,1976a; SHANER & BOYER,

124
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.•.976mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAb; SILVElRA etQPONMLKJIHGFEDCBAa I . , 1998 ª; SILVElRA et a l. ,1 9 9 9 b). É possívelque aumentos

'1a atividade de proteases de RN aumentem o "turnover" da enzima (FERRARIOet

a I . , 1998) ou o aumento na concentração de proteínas inibidoras de RN também

oossam ter contribuído para o decréscimo da aRN (SINHA & NICHOLAS, 1981;

.\BROL, 1990; FOYERet a I . , 1998). Outra possibilidade seria redução na síntese da

roteína RN e de seu RNAm provocadas pelo decréscimos no fluxo de nitrato

'FERRARIOet a I . , 1 9 9 8 ) .

A questão da regulação da aRN sob condições de déficit de água é muito

ampla e complexa. Além da disponibilidade de NADH e NO-3 (WALLACE, 1987),

diversos outros fatores como concentração de hexoses-fosfato e glutamina

(LEA,1997), taxas de fixação fotossintética de C02 (FOYERet a I . , 1998) e intensidade

de radiação (ABROL, 1990) podem afetar à síntese, concentração, estado de

ativação ou degradação da enzima (LEA, 1997), alterando, por conseguinte, sua

atividade. Evidências experimentais têm mostrado que aRN é coordenada com o

metabolismo do carbono, através da atividade de sacarosefosfo-sintetase, durante o

déficit de água (FOYERet a I . , 1998). Entretanto, nessas condições de estresse, o

decréscimo abrupto no fluxo de NO-3e a intensa atividade de proteases sobre RN,

devem ter atuado como os fatores mais importantes na diminuição da aRN das

folhas (FERRARIOet a I . , 1 9 9 8 )

Neste trabalho, a intensa redução na aRN nas folhas (Figura 15 A) foi

acompanhada de intensa acumulação de NO-3 nas raízes (Figura 16 B) e de

pequenas variações nas concentraçõesem folhas (Figura 16 A) e nos caules (Figura

17 A), corroborando a hipótese de que as reduções no fluxo transpiratório do nitrato

são as principais causas para os decréscimos iniciais na aRN induzida pelo déficit de

água (VIÉGASet sl, 1999; SILVElRA et a I . , 1999 b). É interessante observar que a

partir das 24 horas iniciais do déficit de água as concentrações de NO-3 nas raízes

permaneceram praticamente constantes (Figura 16 B), enquanto que nas folhas

(Figura 16 A) e nos caules (Figura 17 A) as concentrações aumentaram

progressivamente. Esses resultados sugerem que durante os 4 dias de estresse

--
f
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houve transporte de nitrato das raízes para a parte aérea, sem, contudo, induzir

variações na aRN das folhas (Figura 15 A). É provável que esse fluxo de NO-3tenha

ocorrido nas horas de baixa insolação. Neste caso, RN não seria induzida,

possivelmente, por limitação de outros fatores tais como luz, disponibilidade de

fotoassimilados ou inativação da enzima.

A RN apresentou rápida e intensa recuperação de sua atividade após a

reidratação (Figura 15 A). Entretanto,' entre 24 e 48 horas após a reirrigação, não

foram observadas diferenças na aRN, cuja atividade se estabeleceu em tomo de

75% do controle. Pararelamente, ocorreu intensa redução nas concentrações de

nitrato em folhas (Figura 16 A) e nos caules (Figura 17 A) nas primeiras 24 horas.

Esses dados evidenciam que o feijão-de-corda apresentou excelente capacidade de

remobilização do nitrato armazenado nos vacúolos. Por outro lado, a aparente

estabilização da aRN em 75% sugere uma possível limitação no sistema de

assimilação de nitrato em paralelo com as taxas de assimilação de C02 (FOYER etLKJIHGFEDCBAa I . ,

1998). Esses resultados estão de acordo com a ausência de variações nas

concentrações de aminoácidos totais nas folhas (Figura 12 A - capo 1), evidenciando

que o feijão-de-corda apresenta um equilíbriO entre as taxas de assimilação de N e

as taxas de fotossíntese (SILVElRA et a I . , 1 9 8 9 ) .

A atividade de RN nos nódulos foi ligeiramente estimulada pelo déficit de

água, sendo também levemente reduzida após a reidratação (Figura 15 B). Dessa

maneira, a manutenção de RN ativa nos nódulos durante o período de seca pode ter

sido importante no suprimento de N reduzido para o crescimento das raízes, as quais

mostraram incremento de massa seca (Figura 3 A- capo 1). Comparando a aRN dos

nódulos com as de folhas, foi visto que os valores para folhas foram cerca de 2 vezes

maiores, além da massa dos nódulos representar apenas 10% em relação à massa

total das folhas (Figuras 2 A e 3 B capo 1). Portanto, na base de massa, a aRN dos

nódulos representou somente cerca de 5% da aRN máxima das folhas. É possível

que a RN presentes nos nódulos de feijão-de-corda seja do tipo constitutiva (não

induzível por NO-3), conforme já observado para outras leguminosas (SILVElRA et

a I . , 1998 ª). Dessa maneira, a aRN seria menos afetada pelo déficit de água do que

- -
,
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a de folhas, que possue RN predominantemente do tipo induzível pelo substrato

(SILVEIRA et al, 1998 ª).

A assimilação de amônia nas folhas, estimada através da atividade de

glutamina sintetase (aGS), mostrou resultados diferentes daqueles da aRN. Após 24

oras de estresse, foram observados aumentos na aGS e ligeiras reduções após a

reidratação (Figura 18 A). Por outro lado, as concentrações de proteínas solúveis nas

folhas decresceram somente após 72 horas de estresse, não havendo recuperação

após a reidratação (Figura 20 A). Esses resultados evidenciam que aGS deve ter

exercido um papel importante na reassimilação de amônia proveniente do aumento

no "turnover" de proteínas e catabolismo de aminoácidos (LEA, 1993; LEA, 1997)

induzidos pelo estresse hídrico nas folhas. É interessante observar que, após 24

horas de reidratação, as concentrações de proteínas solúveis das folhas decresceram

abruptamente (Figura 20 A) sendo o mesmo observado no perfil da eletroforese das

proteínas totais (Figura 13 - Cap.I), Isso corrobora com a idéia anterior de ter

ocorrido um intenso "turnover" das proteínas durante o déficit de água e logo após a

reidratação.

É possível que nas condições de déficit de água e de temperaturas elevadas a

fotorrespiração possa ter sido estimulada, em relaçãojihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà fotossíntese, devido

reduções na atividade carboxilase de RUBISCO, induzindo aumentos nas

concentrações de amônia proveniente da oxidação de glicina. Dessa maneira, os

aumentos na aGS poderiam estar relacionados com os prováveis incrementos nas

concentrações de glutamato e amônia da fração "solúvel". Como conseqüência do

estímulo da via GS/GOGAT (glutamina síntetase/qlutarnato sintase), poderia ocorrer

aumentos na biossíntese de prolina, a partir de glutamato (LEA, 1993; LEA 1997).

Trabalhos recentes com plantas jovens de cajueiro submetidas à salinidade com NaCl

têm mostrado resultados semelhantes (VIÉGAS & SILVEIRA, 1999), os quais

reforçam a hipótese de que a fotorrespiração pode contribuir com precursores para a

biossíntese de prolina em condições de déficit de água.
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A assimilação do N proveniente da fixação simbiótica de N2 foi estimado a

oartír das variações nas concentrações de ureídeos do xilema das raízes. Esse

parâmetro tem apresentado ótimas correlações com as taxas de fixação de N2 em

iversas leguminosas (PEOPLESet sl, 1989; DAKORA, 1995). Nas leguminosas

opicais, como soja e feijão-de-corda, a concentração de ureídeos tem apresentado

também ótimas correlações com a fixação de N2 (NEVES & HUNGRIA, 1987;

UNGRIA et et., 1994). Outros parâmetros relacionados com as taxas de fixação

simbiótica também foram avaliados, como atividade de glutamina sintetase nos

nódulos (SILVElRALKJIHGFEDCBAe t a l, 1998 b; SILVElRA e t e l, 1999 ª) e concentração de

leghemoglobina (HUNGRIA e t s l, 1994; DAKORA,1995; RODRIGUESe t st., 1 9 9 8 ) .

a realidade, existe muito poucos relatos na literatura sobre a variação desses

parâmetros em relação à fixação de N2 sob condições de estresses ambientais

(SPRENT,1981; PEOPLESet a l, 1 9 8 9 ) .

O estresse hídrico provocou intensas reduções nas concentrações de ureídeos

a seiva do xilema e de leghemoglobina nos nódulos (Figuras 21 A e 22 A). As

concentrações de ureídeos, contudo, foram mais afetadas pelo déficit de água. Após

24 horas, essa concentração foi reduzida 2,4 vezes. No 4º dia de estresse, a

concentração de ureídeos representava somente 20% do controle, enquanto que a

de leghemoglobina representava 51% do controle. É interessante observar que após

24 horas de reidratação, as concentrações de ureídeos e leghemoglobina

representavam 33% e 76%, do controle, respectivamente. Portanto, a concentração

de leghemoglobina mostrou maior recuperação diante da reidratação, principalmente

quando expressa em relação a proteínas solúveis (Figura 22 B), em relação à

concentração de ureídeos (Figura 21 B).

Por outro lado, a massa seca dos nódulos mostrou apenas uma discreta

recuperação após a reidratação (Figura 3B - capo 1). Desse modo, é provável que as

concentrações de ureídeos nas plantas estressadas reflitam mais fielmente as

variações nas taxas de fixação de N2do que as de leghemoglobina. Neste caso, os

processos de fixação simbiótica de N2, assimilação da amônia e conversão até

ureídeos foram, aparentemente, afetados mais lentamente pelo estresse hídrico
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rogressivo, quando comparado com a assimilação do NO-3 nas folhas (Figura 15 A).

Entretanto, é possível que a recuperação no sistema de fixação de N2 e exportação

e ureídeos em nódulos de feijão-de-corda tenha sido mais lenta que a

correspondente recuperação na atividade de redutase de nitrato e mobilização de

nitrato a partir da absorção pelas raízes e remobilização daquele armazenado nos

vacúolos das partes vegetativas.

A hipótese levantada anteriormente é reforçada pelos resultados de proteínas

otais em folhas e nódulos apresentados no capítulo 1. As proteínas dos nódulos

oram mais intensamente degradadas durante o déficit de água (Figuras 12 B e 14 -

capo 1). As concentrações de proteínas solúveis, inclusive a atividade de GS dos

nódulos, caem bruscamente a partir de 48 horas de estresse hídrico sem mostrar

nenhuma tendência de recuperação após a rehidratação (Figuras 20 B e 19 A e B).

Esse quadro sugere que o balanço de proteínas dos nódulos é mais intensamente

alterado do que o de folhas. Dessa maneira, poderia ser explicado, de um lado, a

maior sensibilidade de RN às pequenas variações no estado hídrico da planta, de

outro lado, a menor recuperação na fixação de N2 após a reidratação. Na realidade,

não foi encontrado na literatura nenhum trabalho comparando esses dois processos

diante do déficit de água e reidratação.

Trabalhos utilizando plantas de soja noduladas e submetidas ao déficit de

água têm mostrado que as taxas de fotossíntese foram muito menos sensíveis à

desidratação do que a atividade de nitrogenase (redução de acetileno) (DURANDLKJIHGFEDCBAe t

a I . , 1987). Por outro lado, a diminuição na atividade dos nódulos não foi relacionada

com a disponibilidade de fotoassimilados provenientes da fotossíntese (FINN &

BRUN, 1980; FELLOWS, e t a I . , 1987). Esses resultados sugerem que o déficit de

água deve alterar outros processos diretamente relacionados com a fixação de N2.

Em V ic ia {a b a submetida à déficit de água progressivo ocorreu diminuição

proporcional nas concentrações de proteínas solúveis e leghemoglobina nos nódulos,

acompanhando as variações na atividade de nitrogenase (GUERIN e t a I . , 1990). Os

autores sugerem que o suprimento de 02 para a respiração dos bacteróides pode ter
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ído limitado pelo aumento na resistência à difusão de 02 nas células do córtex e

iminuição na concentração de leghemoglobina.

Apesar da concentração de leghemoglobina ter diminuído progressivamente

em função do agravamento do déficit de água (Figura 22 A e 22 B), houve uma

íntensa recuperação dos níveis após a reidratação. Após 24 horas da reirrigação, as

concentrações de leghemoglobina nas plantas estressadas representavam 76 % e

124%, em relação ao controle, quando expressas em relação à massa seca e

proteínas solúveis totais, respectivamente. Essesresultados evidenciam que a síntese

de novo" de leghemoglobina recebeu uma certa preferência na hierarquia de

recuperação na recomposiçao das proteínas dos nódulos. Infelizmente, essas

observaçõesnão foram ratificadas pelo perfil da eletroforese, obtido devido à baixa

resoluçãodas bandas correspondentesà leghemoglobina - massa molecular aparente

próximo de 16 kOa (Figura 14 - capo 1).

Leghemoglobina de nódulos de mucuna pretaLKJIHGFEDCBA( 5 ty z o lo b iu m a te r r im u m ) ,

separada por OEAE-celulose e visualizada através de eletroforese em gel de

poliacrilamida, em presença de 50S, apresentou 5 isoformas de mesma massa

molecular, aproximadamente 16 kOa, sendo que a banda correspondente à

leghemoglobina total exibiu a mesma massa molecular (BARBOSA& MEIRELLES,

1994). Essas isoformas expressam-se na maioria das leguminosas, senda a

concentração de cada uma delas dependente do estádio de desenvolvimento da

planta nodulada (APPLEBY, 1984). Alguns trabalhos têm demonstrado que as

isoformas apresentam afinidades diferentes pelo 02 (APPLEBY,1984; MARTIN et aI.,

1990). Por outro lado, na literatura consultada não foi encontrado nenhum trabalho

relacionado a dinâmica da síntese/degradaçãode leghemoglobina diante do estresse

hídrico. Entretanto, trabalhos futuros sobre essesaspectos e outros relacionados com

o estresse salino estão sendo desenvolvidos no Laboratório de Fixação e

Metabolismodo N (LABFIX)da UFC.

A aGS nos nódulos decresceu progressivamente, em função dos dias de

estresse, principalmente quando expressa em relação à massa seca (Figuras 19 A e
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.9zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAB). No 4º dia de estresse hídrico, aGS representava 75% daquela do controle. É

teressante observar que aGS continuou a cair após a reidratação. Após 48 de

-eídratação, aGS representou apenas 56% do controle. Quando a aGS foi expressa

em relação a proteínas solúveis, os decréscimo foram menos acentuados,

evidenciando que a diminuição em sua atividade pode ter sido relacionado com a

degradação da proteína GS e outras proteínas solúveis, provavelmente pelo aumento

'1a atividade de proteases. Nódulos que apresentam aumentos na atividade de

oroteases ácidas induzidos por senescência precoce mostraram decréscimos nas

oncentrações de leghemoglobina e glutamina sintetase (PLADYS & VANCE, 1993).

A variação na aGS nos nódulos foi diferente daquela apresentada pela

concentração de ureídeos na seiva do xilema (Figuras 19 A e 21 A). Enquanto a

rimeira mostrou uma tendência de diminuição lenta e progressiva, inclusive após a

-ehídratação, os ureídeos mostraram um decréscimo mais rápido e mais acentuado,

om uma ligeira tendência de recuperação após a reidratação. A despeito da aGS nos

ódulos estar positivamente relacionada com as taxas de fixação de N2 em caupi,

soja e feijão (SILVElRALKJIHGFEDCBAe t a l, 1998 .b ; RODRIGUES e t a l, 1999; SILVElRA e t a l,

1999 ª) e em outras leguminosas (HUNGRIA e t a l, 1994) sob condições normais.

as condições de estresse hídrico, entretanto, essa relação pode não ter ocorrido,

endo em vista que a desidratação pode ter afetado diferentemente a atividade de

itrogenase e da aGS.

Apesar dos ureídeos da seiva do xilema serem originados da glutamina

oriunda da aGS nos nódulos, a partir de algumas reações parciais (SCHUBERT,

1986), é provável, nesse trabalho, que sua concentração esteve mais diretamente

relacionada com a atividade de nitrogenase e as taxas de fixação de N2 do que a

aGS, conforme foi observado em leguminosas tropicais, inclusive V ig n a u n g u ic u la ta ,

cultivadas em condições normais (NEVES & HUNGRIA, 1987; HUNGRIA e t a l, 1 9 9 4 ;

DAKORA, 1995). As concentrações ou os fluxos de ureídeos mensurados na seiva do

xilema (mmol de ureídeos/rnt, de seiva/hora) incorporam as quantidades de ureídeos

armazenados no xilema das raízes, oriundos da fixação de N2. Esse parâmetro tem
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:l resentado ótimas correlações com a fixação de N2, utilizando-se o lSN2 como

arcador (PEOPLESLKJIHGFEDCBAe t a l, 1 9 8 9 ) .

As concentrações de proteínas solúveis nos nódulos apresentaram grandes

decréscímos após 72 horas de seca (Figura 20 B), semelhante ao observado para as

::oncentrações de aminoácidos totais (Figura 12 B - Cap 1) e perfil da eletroforese

as proteínas totais (Figura 14 - capo 1) durante o período de desidratação. Após a

-eídratação, ocorreu uma ligeira recuperação nas concentrações de aminoácidos

otais e na intensidade das bandas protéicas da eletroforese. Esses resultados

evidenciam que durante o estresse hídrico ocorreu um intenso processo de

egradação de proteínas e, possivelmente mobllízação de aminoácidos dos nódulos

para o crescimento das raízes (Figura 3 A - capo 1). Dessa maneira, é provável que

as concentrações de ureídeos na seiva das plantas estressadas podem ter refletido,

pelo menos em parte, as taxas de fixação de N2.

A despeito de não ter sido possível mensurar diretamente ("in situ") as taxas

de redução e assimilação de NO-3e de N2, as variações nos parâmentros analisados

sugerem que as duas fontes e vias de utilização de N inorgânico foram bastantes

sensíveis ao déficit de água em feijão-de-corda. Aparentemente, a redução e

assimilação do nitrato nas folhas foi mais sensível, porém, mostrou uma recuperação

mais rápida após a reidratação. A redução e assimilação do N2 nos nódulos pareceu

decrescer mais lentamente, mas sua recuperação, por sua vez, aparentemente foi

mais lenta. A redução do nitrato nos nódulos, possivelmente por RN do tipo

constitutiva, pode ter sido uma fonte alternativa de N reduzido para o crescimento

das raízes sob condições de estresse hídrico.

A maior sensibilidade da assimilação do nitrato nas folhas deve ter sido

relacionado com a intensa dependência da aRN quanto ao fluxo de NO-3 das raízes

para as folhas, e em menor extensão, pela provável degradação da enzima pela ação

de proteases. Por outro lado, a intensa recuperação na aRN deve ter sido devido ao

rápido restabelecimento do fluxo de NO-3, associado com a recuperação da

turgescência, transpiração e fotossíntese, e rápida recuperação na síntese da
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teína RN. Por sua vez, o provável aumento da atividade de proteases nosLKJIHGFEDCBA

I ulos, induzido pelo estresse hídrico, deve ter sido relativamente mais lento,

rém provocando reduções gradativas nas concentrações de importantes nodulinas,

:ais como leghemoglobina e glutamina sintetase. Assim, a recuperação da atividade

: nódulo foi mais lenta, possivelmente, por envolver a síntese "de novo" de diversas

teínas.
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Figura 15. Atividade in vivo de redutase de nitrato em discos de folhas (A) e em
fatias de nódulos (B) de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação
progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da
reirrigação e as barras o desvio padrão. (~-Â) representa o tratamento sob
estresse hídrico e ~ ) corresponde ao controle. Os valores correspondentes a
100% de atividade do controle foram de 1,80 e 0,98 mmoles de NO-2 I kg MF I

hora, para folhas e nódulos, respectivamente.
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F igu ra 16 . Concentração de nitrato em folhas (A) e raízes (6) de plantas de feijão-

de-corda submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação

após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (.Â-.Â)

representa o tratamento sob estresse hídrico e (. .) corresponde ao controle.
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F igu ra 17 . Concentração de nitrato em caules de plantas de feijão-de-corda

submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º

dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (~-Â)

representa o tratamento sob estresse hídrico e (e-e) corresponde ao controle.
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Figura 18. Atividade de glutamina sintetase em folhas, em relação à massa seca (A)

e em relação à proteínas solúveis totais (B) de plantas de feijão-de-corda submetidas

à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta

indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (Â-Â) representa o

tratamento sob estresse hídrico e ( ) corresponde ao controle.
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GS - NÓDULOS (M.S.) A
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Figura 19. Atividade de glutamina sintetase em nódulos, em relação à massa seca-

(A) e em relação à proteínas solúveis totais (B) de plantas de feijão-de-corda

submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º

dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (.-~)

representa o tratamento sob estresse hídrico e (e-e) corresponde ao controle.
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80PONMLKJIHGFEDCBA

PRO TE íNAS EM FO LHAS A

F igu ra 20 .zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAConcentração de proteínas solúveis totais em folhas (A) e nódulos (6)

de plantas de feijão-de-corda submetidas à desidratação progressiva Cseca) durante

4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o

desvio padrão. (A.-Â) representa o tratamento sob estresse hídrico e C . .)

corresponde ao controle.
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D IAS APÓS A RE IDRATAÇÃO

F igu ra 21 . Concentração de ureídeos da seiva do xilema (A) e de ureídeos da seiva

do xilema após a reidratação (B) de plantas de feijão-de-corda submetidas à

desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4º dia. A seta

indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (Â-Â) representa o

tratamento sob estresse hídrico e (e__e) corresponde ao controle.
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LEGHEMOGLOB INAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(M.S.) A
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F igu ra 22 . Concentração de leghemoglobina dos nódulos, em relação à massa seca

(A) e em relação a proteínas solúveis totais (B), de plantas de feijão-de-corda

submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 4 dias e reidratação após o 4°

dia. A seta indica o dia da reirrigação e as barras o desvio padrão. (~-;Â.)

representa o tratamento sob estresse hídrico e (. .) corresponde ao controle.
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"A SS IM ILAÇÃO DE N ITROGÊN IO E A JU STAM ENTO O SM ÓT ICO EM DUA S

CULT IVARES DE FE IJÃO .-D E -CO RDA [ Vígna ungüiculata (l.) W a lp )]

O DULADA S , N A PRESENÇA E AU SÊNC IA DE N ITRATO E SUBM ET IDA S AO

DÉF IC IT DE ÁGUA "

4 .1 . IN TRODUÇÃO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A utilização simuntânea de NO-3do solo e N2 através da fixação simbiótica por

eguminosas noduladas é um processo complexo, que depende principalmente da

teração genética entre os pares simbiontes (SILVEIRA etLKJIHGFEDCBAa I , jihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1998 O). Existe uma

rande variabilidade entre genótipos (cultivares) de uma mesma leguminosa (CABA

e t a I . , 1994), assim como entre diferentes estirpes de uma mesma espécie de

-hizóblo (HERVAS et a I . , 1991), como também da interação cultivar X estirpe (WU &

ARPER, 1990). O grau de tolerância ao nitrato para nodulação e fixação de N2 varia

amplamente entre genótipos, existindo desde daqueles pares sensíveis a baixíssimas

oncentrações de nitrato até algumas espécies de leguminosas ou mutantes

esistentes a altas concentrações (WU & HARPER, 1990; SILVEIRA et a I , 1998 O;

DAKORA, 1998). A capacidade de utilização simuntânea das duas fontes de N (NO-3

N2) pode ser uma característica desejável, particularmente nos estádios iniciais do

estabelecimento da planta e na fase reprodutiva (SILVEIRA et a I , 1998 O).

Os principais produtos da assimilação do nitrogênio, quando a fonte é o

nitrato, são o glutamato e glutamina. Entretanto, em leguminosas tropicais, quando

a fonte principal é N2, a glutamina formada nos nódulos, através da atividade da

glutamina sintetase, é convertida nos ureídeos ácido alantóico e alantoína através de

uma sequência de reações nos nódulos (SCHUBERT, 1986). Desse modo, os ureídeos

representam as principais formas de N que são transportados na seiva do xilema das

raízes para a parte aérea quando a redução N2e a assimilação da NH3 representam a

principal via para a assimilação de N inorgânico (ROBERTSON & FARNDEN, 1980).

142
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Devido a isso, as concentrações de ureídeos na seiva do xilema têm apresentado

excelente correlação com as taxas de fixação simbiótica de N2 (NEVES & HUNGRIA,

1987; PEOPLESLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1989; HUNGRIA e t a I . , 1994; DAKORA, 1995).

As proporções entre as concentrações de nitrato e de ureídeos na seiva do

xilema de leguminosas tropicais oferece uma boa estimativa da eficiência de fixação

de N2 na presença de absorção de NO-3 (PEOPLES e t a I . , 1989). Em V ig n a

u n g u ic u /a ta , o nitrato é reduzido e assimilado preferencialmente nas folhas (NEVES,

1989). Quando essas plantas são noduladas na ausência de NO-3 mais de 90% do N-

total da seiva do xilema é representado pelo N-ureídico. Essa proporção diminui à

medida que aumenta a concentração de nitrato no substrato nutritivo (PEOPLES e t

a I . , 1989). Os ureídeos sintetizados nos nódulos são translocados para caules e

folhas, sendo degradados até glioxalato e uréia por ação de alantoinases. A uréia é

hidrolisada até amônia e C02 por ureases. A NH3 é assimilada até glutamina,

asparagina e outros aminoácidos, principalmente através de GS, GOGAT e AS

(SCHUBERT, 1986).

Na fase reprodutiva, glutamina e asparagina representam as principais formas

de N translocadas das partes vegetativas para as vagens (NEVES, 1989). O

ansporte preferencial de N na forma de ureídeos nas leguminosas tropicais é

atribuído à baixa relação C:N e solubilidade desses solutos nessas plantas (PEOPLES

e t et., 1989). De qualquer maneira, a composição de solutos nitrogenados livres nas

olhas é influenciada de maneira marcante pela fonte de N (NO-3 ou N2) mais

íntensarnente utilizada pela leguminosa nodulada (SCHUBERT & BOLAND, 1990).

ortanto, é possível que a capacidade de ajustamento osmótico, a partir de solutos

itrogenados, por leguminosas tropicais, seja diferente em função da via preferencial

e uso de NO-3 ou N2. A literatura consultada não registra nenhum trabalho

relacíonado com a maior ou menor tolerância ao déficit hídrico mostrado por

eguminosas noduladas na presença ou ausência de nitrato

A leghemoglobina é a mais abundante proteína encontrada nos nódulos das

eguminosas (rv 20 % das proteínas totais), apresenta massa molecular de
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aproximadamente 16 KDa (BECANA & KLUCAS 1992; BARBOSA & MEIRELLES, 1994),

está localizada no citoplasma da célula da planta infectada e controla o fluxo de

oxigênio no citoplasma da planta para dentro do baeterióide (SANGWAN & O'BRIAN,

1991). A síntese da leghemoglobina nos nódulos é condição necessária para que se

estabeleça a fixação do N2 pelo baeterióide. Sua síntese é desencadeada quando

grupos hemes sintetizados pelo baeterióide são transportados para o citoplasma da

célula do hospedeiro (KEITHLEY & NADLER, 1983; SANGWAN & O'BRIAN, 1991),

onde se unem à globina que é codificada pelo genoma do hospedeiro (APPLEBY,

1984; SANGWAN & O'BRIAN, 1991).

A função fisiológica dos diferentes tipos de leghemoglobina tem sido estudada

pela determinação da afinidade dos seus componentes por diferentes ligantes,

principalmente o 02 (MARTlNLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1990). Dessa maneira, a concentração de

leghemoglobina frequentemente é associada com a eficiência de fixação de N2 dos

nódulos (HUNGRIA e t a I . , 1994). Apesar de diversos trabalhos mostrarem relações

positivas entre as concentrações de leghemoglobina e a atividade de nitrogenase

(HUNGRIA e t a I . , 1994; DAKORA, 1995), outros relatos tem mostrado resultados

contraditórios (RODRIGUES e t a I . , 1998; RODRIGUES e t a I . , 1999). Por outro lado,

quando plantas noduladas de V id a fa b a foram submetidas ao déficit de água

progressivo, observou-se decréscimos proporcionais nas concentrações de

eghemoglobina e de proteínas solúveis nos nódulos (GUERIN e t a I . , 1 9 9 0 ) .

Infelizmente, no caso de V ig n a u n g u ic u la ta e de outras leguminosas

comerciais, praticamente não existem estudos sobre a utilização simuntânea de N2 e

0-3 sob condições de déficit de água. A despeito da excelente capacidade de

nodulação e fixação de N2 dessa leguminosa, com um largo espectro de estirpes

nativas do solo, inclusive sob condições de baixa disponibilidade hídrica (STAMFORD

e t a I . , 1988), pouco se sabe sobre a tolerância de cultivares de feijão-de-corda ao

nitrato do solo, para a nodulação, assim como respostas em termos de crescimento,

assimilação de nitrogênio e ajustamento osmótico. Neste trabalho, foram utilizadas

duas cultivares, Vita 3 eVita 7, noduladas em presença e ausência de nitrato e
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submetidas a um déficit de água moderado, na fase de crescimento vegetativo,

ísando-se comparar respostas diferenciais, ao nível metabólico, nos aspectos citados

anteriormente.
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4.2.1 Condiçõesdo Experimento

o experimento foi conduzido em casa de vegetação do Centro de Ciências

Agrárias da Universidade Federal do Ceará (UFC), em Fortaleza-Ce, no período de

setembro a outubro de 1997. As temperaturas e umidades médias mínimas (noite) e

máximas (dia), na casa de vegetação, variaram de 250C a 36°C e 39% a 85%,

respectivamente, durante o período experimental. O substrato utilizado para o

crescimento das plantas foi uma mistura de sílíca : vermiculita na proporção de 1:2

(v:v), sendo a mesma lavada com água destilada por 5 vezes e posteriormente

autoclavada por 20 minutosjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temperatura de 120°C e pressão de 1 atm. Foram

utilizados vasos de Leonard modificados produzidos a partir de frascos de vidro de

reagentes de 1 L, cortados nas duas extremidades opostas (em cima e em baixo) e

ajustados um sobre o outro em sentido contrário, sendo a parte externa pintada com

tinta cor prata.

As partes dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de diâmetro,

perfazendo um volume de aproximadamente 800 cm3 em cada parte. Os vasos foram

lavados internamente com hipoclorito de sódio comercial 20% (v:v). cada vaso foi

irrigado com solução de caS04 0,1 mM, até a saturação do substrato sólido da parte

superior, para favorecer as condições de pH e suprimento de ca+2 para germinação e

nodulação. Foi fornecida solução nutritiva de HOAGLAND& ARNON (1950) modificada

no Laboratório de Metabolismo e Fixação de Nitrogênio da UFC (LABFIX), conforme

tabela 1 - capítulo 1, com exceção do tratamento sem nitrato, onde excluiu-se o

fornecimento de nitrato a 5 mM.
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4.2.2 Material vegetal e estirpe utilizada

As sementes de feijão-de-cordaLKJIHGFEDCBA[V ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp.], cultivares vita

3 evita 7, foram forneccidas pelo Centro Nacional de Pesquisa do Meio

Norte/EMBRAPA, Teresina, Piauí. Conforme descrito por FREIRE FILHO et a i (1 9 8 3 ) ,

essas cultivares de feijão-de-corda são recomendadas para cultivo tanto em

condições de baixa disponibilidade hídrica (sequeiro), como em condições de

Irrigação. Alguns trabalhos tem sugerido que a cultivar vita 3 apresenta

características de tolerância ao déficit hídrico em relação às cultivares vita 5 evita 7

na fase de plântula (GOMES FILHO et a i 1996). A estirpe de R h iz o b iu m spp. utilizada

foi a Br 3256 fornecida pela Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia/EMBRAPN

Rio de Janeiro, cuja planta hospedeira é V ig n a u n g u ic u la ta , de origem africana

(Zimbabue) a qual apresenta também a designação de CB-756.

A estirpe foi crescida em meio YMB (DALTON, 1980) que foi utilizado como

inoculante líquido, tendo sido feita contagem de células conforme SOMASEGARAN &

HOBEN (1985) e padronização de 10jihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
9 células/mt., Foram feitas 3 inoculações (1

mLjplanta) :

1a inoculação : 2 dias após o plantio

2a inoculação : 3 dias após o plantio

3a inoculação : 4 dias após o plantio

As principais características agrícolas das cultivares Vita 3 eVita 7, são

(FREIRE FILHO et a i, 1997):PONMLKJIHGFEDCBA

V ita -7 :

a) Porte: Tipo 2 - Moita

b) Ciclo de Vida : 60-70 dias

c) Hábito de crescimento: indeterminado
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d) Tipo de folha: lanceolada

e) Cor da semente : bege ou esverdeada

f) Floração inicial (dias) : 38 - 40

g) Cor da flor: violeta

h) Comprimento da vegem (cm) : 15 cm

i) Número de grãos por vagem : 14

j) Peso de 100 sementes(g) : 15 9

k) Produtividade média (Kg/ha) : e.1) Sequeiro : 843

e.2) Irrigado : 1214

I) Espaçamento :

1.1- Plantio Manual: 0,70 m x 0,40 m com duas plantas/cova

1.2- Plantio Mecanizado : 0,70 m entre fileiras com cinco

plantas/rnetro linearPONMLKJIHGFEDCBA

V ita -3 :

a) Porte: Tipo 3 - Semi-enramador

b) Ciclo de Vida : 78 - 80 dias

c) Hábito de crescimento: indeterminado

d) Tipo de folha: globosa

e) Cor da semente : vermelha
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f) Floraçãoinicial (dias) : 42 - 45 dias

g) Cor da flor: violeta

h) Comprimento da vegem (cm) : 20

i) Número de grãos por vagem: 16

j) Pesode 100 sementes(g) : 21 g

k) Produtividade média (Kg/ha) : e.1) Sequeiro : 593

e.2) Irrigado : 1470

I) Espaçamento:

1.1- Plantio Manual 0,80 m x 0,40 m com duas

plantas/cova

1.2- Plantio Mecanizado 0,80 m entre fileiras com quatro

plantas/rnetro linear

4.2.3 Delineamento estatístico

o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizadoem fato riaI

tipo 2 x 2 x 1 (duas condições hídricas x duas cultivares x uma época), com 4

repetições. A comparação entre as médias foi feita através do desvio padrão da

média.

4.2.4 Conduçãodas plantas

As sementes foram desinfestadasem solução de hipoclorito de sódio comercial

(NaClO) 10 % (v/v), por 20 minutos sob aeração forçada, sendo imediatamente
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lavadas em água destilada porjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 vezes para retirar o excesso do NaClO. Em seguida,

as sementes foram mergulhadas em água destilada, com aeração forçada, por

período de 20 minutos e lavadas por 5 vezes em água destilada para embebição. As

sementes foram colocadas para germinar no próprio substrato, saturado no dia

anterior com caS040,1 mM, sendo plantadas 6 sementes / vaso. Após a emergência,

oram mantidas e inoculadas 2 plantas/vaso conforme descrito no ítem 2.2.2-cap.1.

As plantas receberam nutrientes minerais na forma de solução nutritiva

abela 1- Cap.í), através de sub-irrigação por capilaridade a partir da parte inferior

dos vasos de Leonard, sendo que na Ia semana a solução foi diluída 1/10, na 2a

semana a solução foi diluída 1/5 e nas semanas seguintes a solução foi empregada

sem diluição e contendo 5 mM de N03-. A solução nutritiva foi trocada a cada 2 dias,

sendo que na 1a semana foi fornecido apenas 1 mM de NO-3. Foi anotado

iariamente o valor do pH da solução descartada.

Todos os dias foi feita adição de água destilada através da parte superior até

ompletar o volume da solução contida na parte inferior. As temperaturas máximas e

mínimas registradas no interior da casa de vegetação durante o período experimental

são apresentadas no apêndice 2. Semanalmente, houve rodízio, ao acaso, dos vasos

sobre as bancadas. Para tratamento fitossanitário, inseticida e fungicida foram

utilizados quando necessário, conforme recomendação do setor de fitossanidade do

Centro de Ciências Agrárias da UFC.

No vigésimo oitavo dia após a emergência das plantas (28º DAE) as plantas do

tratamento "estresse hídrico" foram submetidas à retirada da água (solução) da

parte inferior dos vasos, permanecendo apenas com a àgua retida na fase sólida da

oarte superior durante 3 dias consecutivos, enquanto que as plantas controle foram

antidas diariamente na presença de solução nutritiva.
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4.2.5 Coleta das plantas e determinação da massa seca

Foi feita uma coleta destrutiva, sendo que as plantas foram coletadas às 9:00

horas e separadas em raiz, caule com pecíolos, folhas e nódulos. Em seguida, as

partes foram pesadas separadamente para determinação da massa fresca. Amostras

de cada parte da planta foram separadas para determinar a porcentagem de

umidade através da determinação da massa seca em estufa com circulação forçada

de ar a 70 °C, com exceção dos nódulos, cuja massa seca foi determinada após

liofilização. A altura das plantas foi determinada, com o auxílio de uma fita métrica e

o número de folhas registrado. Imediatamente após a coleta, as partes foram

congeladas com N2 líquido e mantidas em freezer (-20 °C) até a liofilização para

preparo da farinha das partes das plantas.

4.2.6 Determinação da umidade nos tecidos

A umidade nos tecidos de cada parte da planta foi determinada segundo

SLAVIK (1974), utilizando-se a seguinte relação:

M F - M 5
% H20 = x 100 (kg H20j100kg de MF)

MF

onde: M F = massa fresca de cada uma das partes da planta

M 5 = massa seca de cada uma das partes da planta

4.2.7 Determinação do conteúdo relativo de água (C.R.A)

o conteúdo relativo de água (C.R.A), das duas variedades, foi determinado

segundo SLAVIK (1974). Às 6:00 horas da manhã, foram retirados 10 discos foliares

de 1 cm de diâmetro, de cada planta, ao acaso, e determinação imediata da massa



152zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

dos mesmo imediatamente (MF1), em balança analítica. Os discos foram transferidos

para uma placa de petri, contendo água destilada e colocados sobre a mesa do

laboratório (25 0c), por um período de 7 horas e em constante n immacao

(densidade de fluxo de radiação fotossinteticamente ativa de aproximadamen e

umol m-2 s'), Após esse período, os discos foliares foram removidos da placa

petri, colocados entre folhas de papel de filtro e submetidos a uma prensage

(pressão) com o auxíllo de dois livros, por 2 minutos, visando eliminar o excesso de

água. Em seguida, os discos foram pesados em balança analítica e esta massa

chamada massa de tecido túrgido ou massa de tecido saturado (MF2). Em seguida,

os discos foram colocados em uma placa de petri seca e levados a uma estufa de

ventilação forçada de ar, a 75 °C, por um período de 48 horas, para se determinar a

massa seca do tecido (MS). Os cálculos do CRA foram determinados usando-se a

relação descrita por IRIGOYENLKJIHGFEDCBAe t a I , 1 9 9 2 :

MFl - MS
CRA = x 100 %

onde: CRA = conteúdo relativo de água, em porcentagem

MFl = peso da massa fresca inicial

MF2 = peso túrgido ou saturado

MS = peso da massa seca

4.2.8 Determinação de prolina livre em tecidos de folhas e raízes

O método utilizado foi o de BATES (1973). 20 mg de tecido vegetalliofilizado

foram pesados e, em seguida, triturados em almofariz, por 2 minutos, em presença

de 3 ml de ácido sulfossalicnico a 3% (p/v). O macerado foi transferido para tubos
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"eppendorf" de 1,5 mL com o auxílio de uma seringa descartável de 3 mL e,

posteriormente, centrifugado a 12.000 rpm em uma centrifuga "eppendorf" de mesa,

refrigerada. O sobrenadante foi coletado em tubos de ensaio comum e o resíduo

descartado. A reação foi preparada, em tubo de ensaio com rolha, com 1 mL do

extrato + 1 mL de ninhidrina ácida (1 g de ninhidrina + 24 mL de ácido acético

glacial + 16 mL de ácido fosfórico 6 M) + 1 mL de ácido acético glacial. Os tubos

foram herméticamente fechados e agitados em agitador de tubos, tipo vortex.

Após, os tubos foram colocadosem banho - maria a 100jihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0C, por 1 hora. Em seguida,

a reação foi imediatamente interrompida em banho de gelo por alguns minutos até

atingir a temperatura ambiente. Logo após, foram adicionados 2 mL de tolueno puro

seguido de agitação vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex, por 20 segundos.

Após atingida a temperatura ambiente, a fase aquosa avermelhada (cromóforo +

tolueno = parte superior) foi aspirada e a leitura feita em espectrofotômetro a 520

nm, usando-se tolueno como branco. A concentração de prolina foi determinada a

partir da curva padrão com L-prolina p.a (Sigma) e os resultados foram expressos

em mmoles de prolina /kg MS de tecido.

4.2.9 Determinação de aminoácidos livres totais (N-a-amino livre) em tecidos de raiz,

caule e folhas

O método utilizado foi o de PEOPLESLKJIHGFEDCBAe t a I . (1989). 100 mg de tecido vegetal

Iiofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram

adicionados 5 mL de água"milli-Q" e a suspensão foi colocada para ferver em banho-

maria a 100 D C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram deixados à temperatura

ambiente por alguns minutos e, posteriormente, centrifugados em centrifuga de

mesa, a 3.000 rprn por 10 minutos. Após, o sobrenadante foi coletado em tubo de

ensaio e o resíduo i ressuspendidocom outros 5 mL de água "milli-Q", repetindo-se

o procedimento de extração anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em

tubo de ensaio graduado e o volume completado com água "milli-Q" até atingir 10
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mL. Em seguida, os extratos foram congelados para posterior determinação de N-a-

amino.

A reação foi preparada em tubo de ensaio, com rolha, adicionando-se O,lmL

de extratojihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ 0,4 mL de água "milli-Q" + 1mL de tampão citrato 0,2 M pH=5 + 1

mL do reagente de ninhidrina (10 mL de KCN 0,01 M + 590 mL de metil cellosolve

100% + 5 g de ninhidrina). A mistura foi homogeneizadaatravés de agitação dos

tubos e colocada em banho-maria a 100 °C, por 15 minutos. Em seguida, os tubos

foram removidos do banho-maria e colocados em banho de gelo, por alguns

minutos, para interromper a reação. Após atingida a temperatura ambiente, as

leituras foram feitas em espectrofotômetro a 570 nm, usando-se água "milli-Q" (em

substituição ao extrato) + reagentes como branco. A concentração de aminoácidos

livres totais foi determinada a partir da curva padrão através de uma mistura-padrão

de L-asparagina + L-glutamina (Sigma) e os resultados expressos em mmoles de N-

a-amino / kg MS de tecido.

4.2.10 Determinação de ureídeosem tecidos de caules

o método utilizado foi o de PEOPLESet al (1989). 100 mg de tecido vegetal

liofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram

adicionados 5 mL de Água "milli-Q" e a suspensão colocada para ferver em banho-

maria a 100 °C por 30 minutos. Após isso, os tubos foram deixados à temperatura

ambiente por alguns minutos e, posteriormente, centrifugados em centrifuga de

mesa, a 3.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado em

tubo de ensaio e o resíduo ressuspendido com outros 5 mL de água "milli-Q",

repetindo-se o procedimento de extração anterior. Os extratos foram coletados em

tubo de ensaio graduado e o volume completado com água "milli-Q" até atingir 10

mL. Após, os extratos foram congeladospara posterior determinação de N-ureídico.

A reação foi preparada em tubos de ensaio, com rolhas, onde foram

adicionados O,lmL de extrato + 1,15 mL de água "milli-Q" . Em seguida, foi
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adicionado 0,25 ml de NaOH0,5 M em cada tubo e a mistura agitada em agitador

e tubos tipo vortex e aquecida em banho-maria, a 100 °C, durante 15 minutos. Os

bos foram removidos do banho-maria e resfriados, imediatamente, em banho de

gelo e deixadosjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temperatura ambiente por alguns minutos. Após, 0,25 ml de HCI

0,65 M foi adicionado, misturado e aquecido novamente, em banho-maria a 100 °C,

por 4 minutos. Após resfriamento imediato em banho de gelo, durante 15 minutos,

foi adicionado 0,25 ml de tampão fosfato 0,4 M pH=7 + 0,25 ml de fenilhidrazina.

Após agitação mecânica dos tubos, 1,25 ml de HCI concentrado e pré-resfriado +

0,25 ml de ferricianeto de potássio 0,05 M foram adicionados, misturados e deixados

à temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da cor rósea foi feita em

espectrofotômetro a 535 nm, usando-se água "milli-Q" + reagentes como branco. A

concentração de ureídeos foi determinada a partir da curva padrão obtida com

alantoína p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmoles de N-ureídeo / kg

MSde tecido.

4.2.11 Determinaçãodo teor de clorofilasLKJIHGFEDCBAf l , 12 e totais

A extração da clorofila foi feita pelo método descrito por ENGUEl & POGGIANI

(1991), com base no clássico de ARNON (1949). 7 mg de folhas secas liofilizadas

foram maceradas em almofariz com acetona 80% (v/v) durante 5 minutos. Após

centrifugação a 8.000 rpm por 5 minutos, os teores de clorofilas foram medidos

através de leituras do sobrenadante em espectrofotômetro a 645, 652 e 663 nm. As

concentrações de clorofila f l , clorofila 12 e clorofilas totais foram determinadas

conforme as relaçõesa seguir (WHITHAM e t a I . , 1 9 7 1 ) :

Clorofila f l =

(12,7 X ~3 - 2,69 x ~s) V

1000 W
( 1)
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ClorofilaLKJIHGFEDCBAI l =

( 22,9 x Aõ4s_ 4,68 X A&:,3) V

1000 WjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

( 2)

A6S2X 1000 x V / 1000 W

Clorofila total = (3 )

34,S

onde: A = absorbância no comprimento de onda indicado

V = volume final do extrato de clorofila

W = matéria seca, em gramas, do material vegetal utilizado

4.2.12 Determinação da atividade da redutase do nitrato em folhas

Foi empregado o método in vivo de HAGEMAN & HUCKLESBY (1971),

modificado. Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos foliares de 0,5 cm

de diâmetro. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio do tipo "vacutainer",

contendo 5 mL do tampão de reação (tampão fosfato 0,1 M, pH=7,5; contendo

isopropanol 1% (v/v), KN03 50 mM e cloranfenicol 15 mg/L) e estes cobertos com

papel alumínio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram evacuados com o

auxilio de uma bomba de vácuo, durante 2 minutos. Após, os tubos foram colocados

em banho-maria a 30 °C, por 30 minutos, ao abrigo da luz. Em tubos de ensaio tipo

pirex, foram adicionados alíquotas de 1 mL de tampão fosfato + 2 mL do extrato

diluido + 1 mL de sulfanilamida 1% em HCI 2,4 M + 1 mL de N-l-

naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02 % , totalizando um volume final de 5

mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos. A leitura foi

feita em espectrofotômetro a 540 nm , usando-se água "milli-Q + reagentes como

branco. A atividade da redutase do nitrato foi estimada através da produção de NO-2

no meio de reação, sendo expressa em mmoles de N02- /kg MF/ h, a partir de uma

curva padrão obtida com KN02 p.a (Sigma).
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4.2.13 Determinação da atividade de glutamina sintetase (GS) em nódulos e folhas

Nódulos liofilizados foram triturados em almofariz, em banho de gelo, na

presença de nitrogênio líquido. A 0,1 9 de nódulo, 5 mL(2+2+1mL) de tampão

HEPES0,1 M pH=8,0, contendo MgCI 10 mM + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na0,2 M

foram adicionados. Após maceraçãopor 5 minutos, a suspensãofoi filtrada em pano

fino de sêda e centrifugada a 30.000 xLKJIHGFEDCBAg , a 0°-4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante

(citosollivre de células) foi congelado para posterior determinação da atividade.

As folhas foram trituradas em almofariz, banho de gelo, com nitrogênio

líquido. A 0,2 9 de folhas secas liofilizadas 5 mL (2mL + 2 mL + lmL/ 2 minutos

cada) de tampão de extração TRIS-HCI25 mM, pH=7,6, contendo 10 mM de MgCh

+ 10 mM de p-2-mercaptoetanol + PVP 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na foram

adicionados. Após maceração por 5 minutos, a suspensão foi filtrada em pano fino

de sêda e centrifugada a 30.000 g (21.000 rprn), a O - 4°C, por 30 minutos. O

sobrenadante foi congelado para posterior determinação da atividade de GS.

A atividade de GS nos nódulos e nas folhas foi determinada pelo método

biossintético do hidroxamato descrito em SILVElRA et ai (1998). A reação foi

preparada, em tubo de ensaio, com 600 ~L de tampão de reação TRIS-HCI 0,25 M,

pH=7,0 + 200 ~L de glutamato de sódio 0,3 M, pH=7,0 + 200 ~L de ATP 30 mM,

pH=7,0 + 200 ~L de Mg S04 . 7 H20 0,5 M + 500 ~L de extrato de nódulos ou

folhas + 200 ~L de solução de hidroxilamina (NH2 OH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na

proporção 1:1 v/v). Após agitação vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex e

incubação em banho-marta, a 30 °C, por 30 minutos, 500 IlL de solução férrica [

FeCb.6 H20 10 % (p/v) em Hei 0,2 M + ácido tricloroacético 24 % (p/v) + HCI 50

% (v/v), na proporção 1:1:1] foram adicionados e a suspensão centrifugada a

7.000x g por 10 minutos. A leitura foi feita em espectrofotômetro a 540 nm,

usando-se água "milli-Q" (em substituição ao extrato enzimático) + reagentes, como

branco. A atividade da glutamina sintetase (GS), foi determinada a partir da curva

padrão de y-glutamil-hidroximato e os resultados foram expressos em mmoles de y-
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glutamil-hidroximato / kg MS de tecido / hora e mmoles de y-glutamil-hidroximato /

g de proteínas solúveis 10-jihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
3
/ hora.

4.2.14 Determinação da concentração de proteínas solúveis totais

As concentrações das proteínas solúveis totais de nódulos e folhas foram

determinadas pelo método colorimétrico de BRADFORD (1976). Os nódulos

iofilizados foram triturados em almofariz em banho de gelo e na presença de

nitrogênio líquido (- 196° C). A 0,1 g de nódulos secosalíquotas de 2 + 2 + 1mL de

tampão HEPES0,1 M pH=8, contendo KOH O,lM + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na

0,2 M foram adicionadas. Após macerados durante 5 minutos, foram filtrados em

pano fino de sêda e centrifugados a 30.000xg, a 00-4 0C, por 30 minutos. O

sobrenadante (citosol livre de células) foi congelado (-20°C) para posterior

determinação de proteínas solúveis e atividade de glutamina sintetase. As folhas

recém-colhidas e congeladas foram trituradas em almofariz em banho de gelo e na

presençade nitrogênio líquido (- 196° C). A 1 g de folha fresca foi adicionado (2 + 2

+ 1 mL) tampão Tris-HCI 25 mM, pH=7,6, contendo MgCh 10 mM + p-2-

mercaptoetanol 10mM + EDTA-Na5 mM + PVP insolúvel 5% (p/v). Após triturado

durante 5 minutos, o macerado foi filtrado em pano fino de sêda e centrifugados a

30.000xLKJIHGFEDCBAg , a 0°-4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi congelado para posterior

análise. A reação foi preparada em tubo de ensaio, onde foram adicionados 0,1 mL

de extrato (diluiu-se quando necessário) + 2,5 mL do reagente de Bradford. As

leituras foram feitas em espectrofotômetro a 595 nm, mantendo-se a faixa de 0,3 à

0,5 unidades de absorbância, usando-se água "milli-Q" + reagente como branco. A

concentração de proteínas solúveis totais foi estimada a partir da curva padrão

construída com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em

kg de proteína /kg MS. 10-3 de tecido.
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4.2.15 Determinação de N03-em raízes,caules e folhas

Foram adicionados 100 mg de tecido vegetalliofilizado a tubos de ensaio com

rolha de borracha contendo 5 mL de água "milli-Q" e colocados para ferver em

banho-maria a 100°C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram deixados a

temperatura ambiente por alguns minutos e, posteriormente, centrifugados, a 3.000

rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio e o precipitado

foi ressuspendidocom outros 5 mL de água "milli-Q", sendo repetido o procedimento

da extração anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em um tubo de ensaio

graduado e o volume foi completado com água "milli-Q" até atingir 10 mL. Os

extratos obtidos foram congeladospara posterior análise.

O método utilizado foi o de CATALDOLKJIHGFEDCBAe t a I (1975), sendo os valores das

alíquotas reduzidos parajihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA114 dos mencionados por esses autores. A reação foi

preparada em tubo de ensaio, contendo 100 ~L do extrato + 200 ~L de solução de

ácido saliolico 5 % (p/v), marca Sigma, em ácido sulfúrico concentrado p.a. (Merck).

Após agitação vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex os tubos foram deixados a

temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida, lentamente, 4700 ~L de NaOH 2

M foram adicionados sob agitação para atingir pH acima de 12. Após repouso à

temperatura ambiente durante 15 minutos, as leituras foram feitas em

espectrofotômetro a 410 nm, usando-seágua "milli-Q" + reagentes, como branco. A

concentração de N03- foi determinada a partir da curva padrão com KN03 p.a

(Sigma) e os resultados foram expressosem mmoles de N03-/ kg MSde tecido.

4.2.16 Determinação da concentração de leghemoglobina em nódulos

O método colorimétrico da cianometahemoglobina de WILSON & REISENAUER

(1963) e DAKORA(1995), com algumas modificações, foi empregado. 0,2 g de

nódulos secos liofilizados foi macerado juntamente com 10 mL de solução de

DRABKIN [KCN 0,8 mM + K3Fe(CN)60,6 mM + NaHC03 12 mM] por 3 vezes

consecutivas (3 mL + 3 mL + 4 mL, durante 2 minutos em cada porção) . Após

- ---

•
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centrifugação a 500x g por 15 minutos, o volume foi completado com solução de

Drabkin para 10 ml, e novamente centrifugado a 30.000xLKJIHGFEDCBAg , a 0jihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0-4 °C , por 30

minutos. A leitura do sobrenadante foi feita em espectrofotômetro a 540 nm,

usando-se a solução de Drabkin como branco. A concentração de leghemoglobina foi

determinada a partir da curva padrão de hemoglobina e os resultados expressos em

kg de leghemoglobina Ikg MS 10-3 de nódulo.

4.2.17 Determinação de ureídeos na seiva do xilema

A análise foi feita pelo método colori métrico de VOGELS & VAN DER DRIFT

(1970), baseado na hidrólise da alantoína até glioxilato. Para a coleta da seiva do

xilema, as plantas foram transferidas para o laboratório, às 9:00 hs da manhã. Todos

os vasos foram colocados em presença de água destilada durante 30 minutos com

finalidade de induzir a pressão radicular. Após isso, as plantas foram cortadas com

uma lâmina na altura do nó cotiledonar, procedendo-se a lavagem e secagem do

local do corte com papel de filtro. A seiva exsudada foi coletada com o auxílio de

seringas hipodérmicas de 1,0 ml, durante o tempo de 60 minutos, sendo desprezada

a seiva inicial. O volume da seiva foi aferido e, em seguida, mantido em frasco de

vidro, em freezer à aproximadamente -20 °C, até o momento da análise.

Para a análise, a 5 ul, de seiva do xilema + 745 ul, de água "milli-Q" foram

adicionados 250 ul, de NaOH 0,5 M . Após, agitação em um agitador de tubos tipo

vortex e aquecimento, em banho-maria a 100 °C, por 8 minutos e resfriamento em

banho de gelo foram adicionados 250 ul, de HCI 0,65 M. Após agitação e novo

aquecimento em banho-maria a 100 °C durante 4 minutos e resfriamento em banho

de gelo, foram adicionados 250 ul, de tampão fosfato 0,4 M pH=7 (Na2HP04 . 7 H20

+ NaH2P04 . H20 ) + 250 Jl l de fenilhidrazina (0,066 g /2 0 ml de H20) . Os tubos

foram deixados à temperatura ambiente por 5 minutos e, então, colocados em água

gelada. A seguir, 1250 ul, de HCI concentrado p.a, pré-gelado + 250 ul, de

ferricianeto de potássio (0,417 g 1 25 ml de H20) foram adicionados. Os tubos foram

retirados da água gelada e agitados em agitador de tubos tipo vortex e deixados à
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temperatura ambiente por 15 minutos, até desenvolverem cor rósea ou vermelha. As

leituras foram feitas em espectrofotômetro a 535 nm, usando-se água "rnilli-Q" +

reagentes, como branco. A concentração de N-ureídeo foi determinada a partir de

uma curva padrão com alantoína p.a.(Sigma). Os resultados foram expressos em

mmoles de N-ureídeo / L de seiva.



4 .3 RESULTADOS E D ISCUSSÃO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Nesta parte da pesquisa, as duas cultivares de feijão-de-corda, VitajihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 eVita 7,

foram cultivadas, tanto na presença de 5 mM de NO-3como na ausência de nitrato e,

em seguida, submetidas a um estresse hídrico moderado, imposto pela suspensão da

irrigação durante 3 dias consecutivos. Pelo aspecto visual das plantas, o estresse

hídrico provocou os mesmos sintomas descritos no capítulo 1 para a cultivar Vita-7.

Entretanto, a cultivar Vita 3, quando nodulada na ausência de nitrato, mostrou maior

sensibilidade ao estresse, indicada pela intensa senescência, seguida de abscisão

foliar. Além disso, essa cultivar mostrou um aumento intenso no tamanho de cada

um dos folíolos, quando comparado com plantas noduladas na presença de nitrato.

A cultivar Vita 7, quando na presença de NO-3, apresentou uma produção de

massa seca total ligeiramente superior que Vita 3. Ao contrário, na ausência de

nitrato, Vita 3 mostrou uma massa total de mais que duas vezes a de Vita 7.

Entretanto, o estresse hídrico reduziu em 46% a massa total de Vita 3 nodulada na

ausência de nitrato, contra 32% de redução em Vita 7. Na presença de nitrato, as

reduções nas massas secas, provocada pelo estresse, foram de 29% e 20% ,

respectivamente, para Vita 3 eVita 7 (Figura 23 A). Portanto, Vita 3 mostrou maior

crescimento quando nodulada na ausência de nitrato, enquanto que Vita 7, ao

contrário, apresentou maior crescimento na presença de nitrato. Por outro lado, Vita

3 eVita 7 mostraram-se mais sensíveis ao estresse quando crescidas na ausência de

nitrato. O maior crescimento de Vita 3 na ausência de nitrato foi relacionado com a

maior nodulação, em relação à Vita 7 (Figura 25 B).

As relações parte aérea/raiz das duas cultivares foram reduzidas pelo estresse

hídrico, tanto na presença, como na ausência de nitrato (Figura 23 B). Essas

reduções foram relacionadas com maiores reduções no crescimento de caules e

folhas em relação aos de raízes. Na realidade, Vita 7 mostrou maiores reduções nas

162
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relações parte aérea/raiz do que Vita 3 devido apresentar um ligeiro aumento na

massa das raízes enquanto que essa última cultivar apresentou reduções na massa

das raízes, principalmente quando noduladas na ausência de nitrato (Figuras 23 B,

24 A, 24 B, 25 A e 25 B). Esses resultados evidenciam que Vita 3 mostrou-se menos

olerante ao déficit hidrico, principalmente quando nodulada na ausência de nitrato.

A maior sensibilidade da cultivar Vita 3 foi inferida a partir da menor relação

parte aérea/raiz, maior decréscimo na área folia r (massa das folhas) e maior

tamanho de folíolos, características associadas com a tolerância ao déficit hídrico em

cultivares de feijão-de-corda (GUIMARÃES, 1988) e em outras espécies cultivadas

(JONESLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1981; PASSIOURA, 1981; TAIZ & ZEIGER, 1991). É interessante

observar que Vita 3 apresentou profundas alterações na morfologia dos folíolos

(tamanho) quando crescida na presença ou ausência de nitrato. O tamanho dos

folíolos, quando expresso em termos de massa/folíolo, aumentou 240% nas plantas

cultivadas na ausência de nitrato, em relação àquelas cultivadas na presença de

nitrato (Figura 27 A). Portanto, as plantas noduladas na ausência de nitrato

apresentaram uma morfologia foliar adversa às estratégias para tolerância ao déficit

de água: folhas maiores e em menor número (TAIZ & ZEIGER, 1991).

É possível que as duas fontes de N (N2 + NO-3 versus somente N2) utilizadas

por Vita 3 possam ter induzido diferentes relações de citocininas e giberelinas na

parte aérea das plantas. A biossíntese desses hormônios está relacionada com o

metabolismo do nitrogênio. Maiores concentrações de N induzem maiores

concentrações de citocininas e maiores taxas de divisão celular na parte aérea.

Quando compara-se NO-3 com NH4+, como fontes de N, observa-se que essa última

fonte provoca maiores incrementos nas concentrações de citocininas. Por sua vez,

aumentos no suprimento de citocininas está relacionado com indução de síntese de

ácido giberélico. Nessas condições, o crescimento da parte aérea, assim como a taxa

de expansão foliar, são estimulados (MARSCHNER, 1986). Portanto, o suprimento de

N reduzido, principalmente na forma de ureídeos nas plantas noduladas na ausência

u~rvm~r ~D:: r:-r--r'L !J~ ( [ I rA
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de nitrato, deve ter induzido alterações nas concentrações desses dois horrnônios,

refletindo em modificações na morfologia das folhas.

A cultivar Vita 3 apresentou um aumento de 5,5 vezes na massa de nódulos

quando cultivada na ausência de nitrato, em relação à massa de nódulos na

presença de nitrato. Por outro lado, Vita 7 mostrou um aumento de apenas 2,5

vezes. A massa dos nódulos de Vita 3 foi cerca de 2 vezes superior à de Vita 7,

quando ambos foram nodulados na ausência de nitrato, enquanto que na presença

de nitrato as massasforam praticamente iguais nas duas cultivares (Figura 25 B). O

estresse hídrico provocou reduções signifcativas nas massas dos nódulos,

principalmente em Vita 3 cultivado na ausência de nitrato. Portanto, as duas

cultivares apresentaram semelhançasquanto a tolerância ao nitrato (5 mM), apesar

de Vita 3 apresentar maior capacidade de nodulação quando as duas cultivares

foram inoculadas com a estirpe CB-756 na ausência de nitrato.

A estirpe CB-756 foi comparada, em termos de nodulação e atividade de

nitrogenase, com 17 estirpes nativas do Nordeste adaptadas à temperaturas

elevadas. Neste estudo, essa estirpe mostrou uma eficiência comparável às demais

estirpes nativas. Por outro lado, quando Vita 7 foi comparada com a cultivar "seridó",

ambas inoculadascom 3 diferentes estirpes de rhizóbio, mostrou maior nodulação do

que "seridó" (STANFORDet al, 1988). Essesdados evidenciam que estirpe CB-756

Pode ser utilizada como modelo experimental em condições de temperaturas

elevadas e que a perfomance apresentada por Vita 3 sugere que a cultivar deve

apresentar um bom potencial para nodulação com estirpes de rhizóbio. A interação

entre estirpes de rhizóbio e cultivares de leguminosas apresenta uma grande

variabilidade genética na expressão de caracteres para a nodulação (NEVES &

HUNGRIA,1987).

Os valores de umidade de folhas e caules, nas duas cultvares, foram

semelhantes e não apresentaram modificações em função do estresse hídrico (Figura

28 A e 28 B). Nas raízes, ocorreu uma ligeira tendência de decréscimo da umidade

por efeito do déficit hídrico, nas duas cultivares, e nos níveis de nitrato. Nos nódulos,
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a umidade apresentou também pouca variação, exceção para a cultivar Vita 7 que

mostrou um decréscimo mais acentuado, quando nodulada na ausência de nitrato

(Figura 29 A e 29 B). Esses resultados evidenciam que o estresse hídrico imposto às

duas cultivares foi moderado em relação àqueles observados nos capítulos 1 e 2. As

concentrações de clorofilasjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAª e totais foram semelhantes entre as duas cultivares e

nos dois tratamentos de nitrato. O estresse hídrico praticamente não afetou as

concentrações de clorofilas nas duas cultivares (Figura 30 A e 30 B).

As concentrações de prolina livre em folhas e raizes apresentaram o mesmo

padrão de variação, quer sejam expressas em relação à massa seca (mmoljkg massa

seca), ou como % do total de aminoácidos livres (Figuras 31 A, 31 B e 32 A, 32 B).

As duas cultivares apresentaram grandes incrementos nas concentrações de prolina

por efeito do estresse hídrico, sendo o acúmulo mais acentuado nas raízes de Vita 7.

Nas folhas, Vita 3 exibiu maior acúmulo (cerca de 3 vezes) do que Vita 7 (duas

vezes), na presença de nitrato (Figura 32 A). Na ausência de nitrato, as duas

cultivares exibiram a mesma resposta, mostrando um acúmulo de prolina cerca de 2

vezes nas folhas, enquanto que nas raízes o incremento foi de aproximadamente 15

vezes. Na presença de nitrato, as raízes de Vita 7 mostraram um aumento de

aproximadamente 21 vezes, enquanto que Vita 3 apresentou um acréscimo de 6

vezes, em relação ao controle (Figura 32 B).

A possível menor sensibilidade exibida por Vita 7 ao estresse, na presença de

nitrato, pode estar associado ao maior crescimento radicular (Figura 25 A) e ao

maior acúmulo de prolina nas raízes (Figura 31 B). Entretanto, é importante observar

que nas raízes Vita 3 apresentou maior acúmulo de aminoácidos livres do que a

cultivar Vita 7 (Figura 33 B). Desse modo, é possível que um outro tipo de

aminoácido ou derivado nitrogenado possa ter contribuído mais efetivamente para o

ajustamento osmótico de Vita 3, em relação à Vita 7.

~ --- -

----------
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o maior acúmulo de prolina nas raízes, em resposta ao déficit de água, sugere

que esse órgão de feijão-de-corda pode participar no metabolismo desse aminoácido

e no ajustamento osmótico dessas plantas. Entretanto, os dados não são condusivos

para evidenciar uma efetiva participação na retenção de água nos tecidos. Essa

matéria ainda é controvertida na literatura. Alguns trabalhos tem sugerido queLKJIHGFEDCBAV ig n a

u n g u ic u la ta apresenta baixa capacidade de ajustamento osmótico em relação ao

estresse hídrico (Mc CREE & RICHARDSON, 1987). Entretanto, em função dos

grandes incrementos na acumulação líquida de prolina, particularmente nas raízes,

observados nas duas cultivares, é muito provável que esse aminoácido esteja

envolvido com o ajustamento osmótíco do feijão-de-corda.

É possível que o ajustamento osmótico não seja a estratégia mais importante

utilizada por feijão-de-corda para adaptar-se e sobreviver às condições de déficit

hídrico, comparada com outras como controles no fluxo de absorção de água (TURK

& HALL, 1980b) e da resistência estomática (CANCIAN, 1978; TURK & HALL, 1980b;

CARVALHO et si, 1998), além da capacidade de manter altos potenciais hídricos

internos (SHOUSE, 1979). Apesar da quantidade enorme de trabalhos sobre a

acumulação de prolina em plantas submetidas aos estresses hídrico e salino, pouco

se conhece sobre o papel efetivo desse aminoácido assim como o próprio processo

de ajustamento osmótico "in situ" (JONES et et, 1981; ASPINALL & PALEG, 1981;

KISHOR et a I . , 1995; INGRAM & BARTELS, 1996; PETRUSA & WINICOV; 1997;

BRAY, 1997; SHINOZAKI & YAMAGUSHI-SHINOZAKI, 1997; WINICOV, 1998).

A concentrações de aminoácidos livres totais em raízes, caules e folhas, nas

duas cultivares, foram sensivelmente aumentadas pelo estresse hídrico (Figuras 33

B, 34 A e 33 A). As raízes das duas cultivares apresentaram maiores concentrações

de aminoácidos livres quando cultivadas na presença de nitrato (Figura 33 B). Por

outro lado, os caules das duas cultivares noduladas na ausência de nitrato

apresentaram incrementos de cerca de 7 vezes nas concentrações de ureídeos, em
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relação às plantas noduladas na ausência de nitrato (Figura 34 B). O estresse hídrico

induziu aumentos de aproximadamente 2 vezes nas concentrações de ureídeos nos

caules das duas cultivares. Essas variações foram proporcionais àquelas observadas

nas concentrações de ureídeos na seiva do xilema (Figura 40 B). Esses resultados

evidenciam que os ureídeos exportados pelos nódulos foram acumulados nos caules

em resposta às diminuições nas taxas de transpiração e redução na síntese de

proteínas das folhas devido ao déficit de água.

A aRN foi semelhante nas folhas das duas cultivares noduladas na presença de

5 mM de NO-3 (Figura 35 A). O estresse hídrico reduziu drasticamente a atividade

nas duas cultivares, com diminuições de 63% e 78% para Vita 3 eVita 7,

respectivamente. Essas reduções foram relacionadas com incrementos nas

concentrações de nitrato nas folhas de 41% e 53% para as duas cultivares,

respectivamente (Figura 35 B). De maneira semelhante, ocorreram pronunciados

aumentos nas concentrações de nitrato em caules e raízes das duas cultivares

(Figura 36 A e 36 B). A cultivar Vita 3 apresentou maior acumulação de nitrato em

relação à Vita 7, tanto no controle, como nas plantas estressadas (Figuras 35 B e 36

A, 36 B). O estresse hídrico provocou reduções acentuadas nas concentrações de

proteínas solúveis totais nas folhas das duas cultivares, na presença dos dois níveis

de nitrato (Figura 37 A).

Quando as cultivares Vita 3 eVita 7 foram noduladas na presença de 5 mM de

nitrato apresentaram produção de massa total semelhante (Figura 23 A). Nestas

condições, as duas cultivares exibiram a mesma intensidade de nodulação (Figura 25

B), iguais concentrações de leghemoglobina (Figura 40 A), ureídeos no xilema

(Figura 40 B) e iguais atividades de GS nos nódulos (Figura 39 A). Associado a isso,

mostraram semelhantes aRN nas folhas (Figura 35 A), evidenciando que essas duas

cultivares não exibiram contrastes evidentes no processo global de assimilação do

nitrogênio inorgânico (N2 + NO-3). Por outro lado, nessas condições, as duas

cultivares também não mostraram diferenças de tolerância ao estresse hídrico

imposto, sugerindo que a assimilação de N pode estar envolvida com a tolerância ao

déficit de água em plantas de feijão-de-corda.

- - - -----------
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Figura 23. Matéria seca total (A) e Relação parte aérea/raiz (8) de plantas de

feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e

na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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MASSA DE FOLHAS A
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Figura 24. Matéria seca de folhas (A) e de caules (B) de plantas de feijão-de-corda,

cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), nocluladas na presença (+N) e na ausência (-N)

de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias

consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o

desvio padrão.
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MASSA DE RAíZES AjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5
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Figura 25. Matéria seca de raízes (A) e de nódulos (B) de plantas de feijão-de-

corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na

ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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Figura 26. Número de folhas (A) e altura das plantas (B) de feijão-de-corda,

cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na ausência (-N)

de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias

consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o

desvio padrão.
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MASSA MÉDIA FOLHAS A
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Figura 27. Massa média de folhas (A) de plantas de feijão-efe-corda, cultivares Vita

3 (V3) eVita 7(V7), noduladas na presença (+N ) e na ausência de N03- (-N) e

conteúdo relativo de água, em discos foliares, de plantas noduladas, na presença de

5 mM de NO-3 (B), submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias

consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o

desvio padrão.
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Figura 28. Umidade de folhas (A) e umidade de caules (B) de plantas de feijão-de-

corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na

ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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UMIDADE - RAíZES AjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 29. Umidade de raízes (A) e umidade de nódulos (B) de plantas de feijão-

de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na

ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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Figura 30. Concentração de clorofilaLKJIHGFEDCBAa (A) e clorofilas totais (8) de plantas de

feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e

na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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PROLINA - FOLHAS AmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 31. Concentração de prolina nas folhas (A) e nas raízes (8) de plantas de

feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e

na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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Figura 32. Concentração relativa de prolina (0/0 do total de a.a. livres) nas folhas

(A) é nas raízes (B) de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7

(V7), noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas

à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas

diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão.
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Figura 33. Concentraçãoaminoácidos livres totais nas folhas (A) e nas raízes (B) de

plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na

presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação

progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente

(controle). As barras representam o desvio padrão.
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Figura 34. Concentração aminoácidos livres totais (A) e concentração de ureídeos

(B) em caules de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7),

. noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à

desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas

diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão.

- ---

- .



180

Esses resultados são semelhantes aos observados no capomlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 para a cultivar

Vita 7. Entretanto, neste estudo, os dados evidenciam que o estresse hídrico imposto

foi mais moderado que aquele anterior, particularmente quando comparado com os

dados obtidos após o segundo dia de desidratação. Nas condições anteriores

prevaleceram temperaturas mais elevadas e maior demanda evapotranspiratória, que

devem ter contribuído para a maior intensidade do estresse hídrico. É interessante

observar que aGS nas folhas, em relação à massa seca, foi maior na cultivar Vita 7,

tanto no controle, como nas plantas estressadas (Figura 38 A e 38 B). A atividade de

GS é maior em plantas cultivadas na presença de NO-3 quando comparada com

àquelas noduladas na ausência de nitrato (LEA, 1993; LEA, 1997). A aGS e as

concentrações de proteínas solúveis nos nódulos foram semelhantes entre as duas

cultivares e não foram alteradas nem pelo estresse hídrico, nem pelo nível de nitrato

(Figura 39 A e 39 B).

As concentrações de ureídeos na seiva do xilema, nas duas cultivares

inoculadas na ausência de nitrato, foram maiores em aproximadamente 3 vezes em

relação àquelas observadas nas plantas inoculadas na presença de nitrato (Figura 40

B). Nas mesmas condições, as concentrações de leghemoglobina foram cerca de 2

vezes superiores àquelas obtidas em plantas inoculadas na presença de nitrato

(Figura 40 A). Essas variações foram proporcionais às observadas na massa de

nódulos (Figura 25 B), ratificando que as taxas de fixação de N2 foram maiores nas

plantas inoculadas na ausência de nitrato e que a concentração de ureídeos na seiva

do xilema pode servir de parâmetro para estimar a fixação de nitrogênio (PEOPLESVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

e t a I . , 1989; DAKORA, 1995; SILVEIRA e t a I . , 1998 ª,b). Dessa maneira, é possível

inferir que o estresse hídrico reduziu intensamente a fixação de N2 nas duas

cultivares e nos dois níveis de nitrato.

Deve ser ressaltado que a maior fixação de N2 observado na cultivar Vita 3,

inoculada na ausência de nitrato, com base na massa de nódulos e na produção de

massa seca total (Figuras 23 A e 25 B), não relacionou-se positivamente com a

concentração de ureídeos na seiva do xilema (Figura 40 B). Na realidade, o melhor
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parâmetro para estimar as taxas de fixação de N2é o fluxo de ureídeos na seiva do

xilema (mmol de ureideos/L seiva/hora). Dessa maneira, a despeito das duas

cultivares exibirem concentrações semelhantes de ureídeos, o fluxo foi maior na

cultivar Vita 3 devido apresentar maiores massasde raízes (Figura 25 A), de nódulos

(Figura 25 B) e maior área foliar (maior transpiração), estimado através da massa

das folhas (Figura 24 A). Essacultivar apresentou maior fluxo de seiva (mLjhora)

em relaçãomlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà Vita 7, tanto no controle como nas plantas estressadas (dados não

apresentados).

Se for assumido que a concentração de ureídeos na seiva do xilema apresenta

uma boa correlação com a taxa de fixação de N2(PEOPLESVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , 1989; HUNGRIAe t

a I . , 1994; DAKORA,1995), pode-se inferir, com limitações, que o estresse hídrico

reduziu de maneira semelhante a fixação de nitrogênio nas duas cultivares e nos dois

níveis de nitrato. A redução média, nesta condição, foi de aproximadamente 70%

(Figura 40 B). É interessante observar que esse decréscimo foi semelhante ao

observado para aRN nas folhas das duas cultivares cultivadas na presença de 5mM

de NO-3 (Figura 35 A). Portanto, os dois processos de assimilação de N foram

afetados de maneira similar pelo déficit de água.

Na presença de 5 mM de NO-3, as cultivares Vita 3 eVita 7 apresentaram

crescimentos (produção de massa seca total) e parâmetros relacionados com a

assimilação de N (NO-3e N2) similares entre si, tanto na condição normal como na

presença de déficit hídrico. Apesar de exibirem sensibilidades semelhantes ao

estresse hídrico, as duas cultivares mostraram acumulação de prolina e aminoácidos

livres diferentes nas raízes. Vita 3 apresentou maior acúmulo de aminoácidos,

enquanto que Vita 7 exibiu maior acúmulo de prolina nas raízes. Dessa maneira, é

possível que as duas cultivares tenham apresentado estratégias diferentes de

ajustamento osmótico a partir de prolina e outros compostos nitrogenados solúveis.

Nas plantas noduladas na ausência de nitrato, a cultivar Vita 3 apresentou

maior crescimento e maior fixação de N2em relação à Vita 7. Essa primeira cultivar

apresentou, nessas condições, maior sensibilidade ao estresse hídrico, tanto em



182zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

relação à Vita 7, como em relação a ela mesma cultivada na presença de NO-3. A

maior sensibilidade de Vita 3 foi associada com um maior decréscimo de massa seca

total, aumento no tamanho médio dos folíolos, diminuição na acumulação de prolina

nas folhas. Portanto, a despeito de Vita 3 mostrar maior capacidade de fixação de N2

e de crescimento nessas condições, a presença de NO-3 foi positiva para a maior

tolerância ao estresse hídrico.

- -

c~_____ •
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Figura 35. Atividade in vivo de redutase de nitrato em discos de folhas (A) e
concentração de NO-3 (6) em folhas de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 e
Vita 7, noduladas na presença de 5 mM de N03-, submetidas à desidratação
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente
(controle). As barras representam o desvio padrão. Os valores correspondentes a
100% de atividade de aRN do controle foram de 1,83 e 1,80 mmoles de N02-
/kgMF/hora, para Vita 3 eVita 7, respectivamente.
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Figura 36. Concentração de N03- em caules (A) e em raízes (B) de plantas de

feijão-de-corda, cultivares Vita 3 eVita 7, noduladas na presença de 5 mM de N03-,

submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de

plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão.
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Figura 37. Concentração de proteínas solúveis totais em folhas de plantas de

feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e

na ausência (-N) de 5 mM de N03", submetidas à desidratação progressiva (seca)

durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrão.
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Figura 38. Atividade de glutamina sintetase, na base de proteínas (A) e na base de

massa seca (B) em folhas de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita

7 (V7), noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-,

submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de

plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão.
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Figura 39. Atividade de glutamina sintetase (GS), em relação à massa seca (A) e

proteínas solúveis totais (6) de nódulos de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita

3 (V3) eVita 7 (V7), noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de

N03-, submetidas à desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e

de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão.
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Figura 40. Concentraçãode leghemoglobina dos nódulos (A) e ureídeos da seiva do

xilema (B) de plantas de feijão-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) eVita 7 (V7),

noduladas na presença (+N) e na ausência (-N) de 5 mM de N03-, submetidas à

desidratação progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas

diariamente (controle). As barras representam o desvio padrão.
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Plantas noduladas deVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAV ig n a u n g u ic u la ta apresentaram boa adaptação ao

déficit de água e excelente recuperação à rehidratação. A integridade do aparelho

fotossintético, em termos das concentrações de clorofilas, foi pouco alterada pelo

estresse hídrico. As folhas foram menos afetadas pelo estresse do que os nódulos

em termos da manutenção do balanço proteínas/fitomassa. A adaptação ao déficit

hídrico foi mostrada pelo incremento no crescimento das raízes e reduções drásticas

na acumulação de massa seca da parte aérea. Os nódulos e as folhas foram as

partes mais severamente afetados pelo estresse hídrico.

As plantas de feijão-de-corda mostraram um intenso e rápido acúmulo de

prolina livre, particularmente nas raízes, em resposta às pequenas reduções na

disponibilidade hídrica, provavelmente como um mecanismo de ajustamento

osmótico. As concentrações de aminoácidos livres totais e ureídeos foram

aumentadas intensamente, enquanto que a composição relativa e as concentrações

dos aminoácidos totais nas folhas não sofreram alterações. A biossíntese de prolina

nas folhas foi provavelmente relacionada com os aumentos na atividade de

glutamina sintetase, induzidos pelo déficit hídrico.

O processo de redução assimilatória de nitrato, mensurado através da

atividade de redutase de nitrato (aRN) e acumulação de nitrato nos tecidos, foi

drasticamente reduzido nas folhas por efeito do estresse hídrico. Entretanto, as

plantas estressadas exibiram uma recuperação intensa na aRN, decorridas 24 horas

após a rehidratação. Ao contrário, aRN nos nódulos não foi afetada pelo estresse,

sugerindo o predomínio de RN do tipo constitutiva nessestecidos, em relação ao tipo

induzível pelo nitrato, predominante nas folhas.

O processo de fixação simbiótica de N2, avaliado a partir do crescimento dos

nódulos, atividade de glutamina sintetase, concentração de leghemoglobina e de

ureídeos na seiva do xilema, também foi intensamente reduzido pelo déficit hídrico.

189
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o decaimento assim como a recuperação desse processo foi mais lento que o

da aRN nas folhas, reforçando a idéia de que os nódulos foram mais profundamente

alterados que as folhas em termos de integridade das proteínas, quando as plantas

noduladas foram submetidas ao estresse hídrico.

As cultivares VitamlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 eVita 7, quando noduladas na presença de 5 mM de NO-3,

apresentaram a mesma intensidade de crescimento e distribuição da fitomassa. O

estresse hídrico provocou reduções mais acentuadas no acúmulo de massa seca das

folhas da cultivar Vita 3. Por outro lado, Vita 7 apresentou maior crescimento nas

raízes, nessas condições. Essa última cultivar exibiu maior concentração de prolina

livre nas raízes enquanto que Vita 3 mostrou maior acumulação desse aminoácido

nas folhas, evidenciando diferentes estratégias de ajustamento osmótico entre as

duas cultivares submetidas ao estresse hídrico.

A cultivar Vita 3, quando nodulada na ausência de nitrato, apresentou maior

produção de fitomassa total, em relação à Vita 7. Entretanto, a primeira cultivar foi

mais sensível ao déficit hídrico. A maior sensibilidade de Vita 3, nessas condições, foi

inferida a partir das drásticas alterações na morfologia das folhas, as quais

apresentaram um aumento intenso no tamanho médio dos folíolos, em relação a

essa mesma cultivar nodulada na presença de nitrato.

A maior sensibilidade de Vita 3, nodulada na ausência de nitrato, foi ainda

inferida a partir de decréscimos na acumulação de prolina nas folhas. Por outro lado,

Vita 7 mostrou intensa redução no acúmulo de prolina principalmente nas raízes, em

relação às plantas noduladas na presença de nitrato, quando ambas foram

submetidas ao déficit hídrico. As duas cultivares mostraram semelhantes aumentos

nas concentrações de ureídeos no caule por efeito desse tratamento.

Na presença de 5 mM de NO-3 as cultivares Vita 3 eVita 7 apresentaram

semelhanças na assimilação de nitrato (aRN e acúmulo de nitrato) e nos parâmetros

relacionados com a fixação de N2 (concentração de leghemoglobina, atividade de

glutamina sintetase nos nódulos e concentração de ureídeos na seiva do xilema),
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tanto na condição normal como na presença de déficit hídrico. A atividade específica

de glutamina sintetase nas folhas foi ligeiramente aumentada pelo estresse hídrico

nas duas cultivares.

A cultivar Vita 3, nodulada na ausência de nitrato, apresentou maior fixação

simbiótica de N2, em relação à presença de nitrato e também em relação à Vita 7

nodulada na ausência de nitrato. A maior fixação foi relacionada com um maior

crescimento nos nódulos, maior concentração de leghemoglobina e maiores fluxos de

ureídeos na seiva do xilema. O estresse afetou de maneira semelhante as duas

cultivares em termos desses parâmentros relacionados com a fixação de N2.

Os resultados mostraram que os dois processos de assimilação de N (redução

assimilatória de NO-3e fixação e assimilação de N2) foram intensamente sensíveis ao

déficit de água, sendo que a recuperação na atividade dos nódulos foi mais lenta do

que a das folhas, provavelmente devido a maior degradação de proteínas. As plantas

de feijão-de-corda mostraram capacidade de ajustamento osmótico através da

acumulação de prolina, principalmente nas raízes. A presença de nitrato favoreceu a

adaptação das plantas noduladas ao déficit hídrico.
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