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massa seca (A) e em relagdo a proteinas soluveis totais (B), de plantas de
feijdo-de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias
e reidratacao apods o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigagao e as barras o
desvio padrdo. (A A) representa o tratamento sob estresse hidrico e
(®®) corresponde ao controle

Figura 23. Matéria seca total (A) e Relagdo parte aérea/raiz (B) de plantas
de feijdo-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na
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presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs;, submetidas a
desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 24. . Matéria seca de folhas (A) e de caules (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca
(+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacao
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 25 . Matéria seca de raizes (A) e de nddulos (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca
(+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs3, submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 26 Numero de folhas (A) e altura das plantas (B) de feijao-de-
corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na
auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacao progressiva
(seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente
(controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 27. Massa média de folhas (A) de plantas de feijdo-de-corda,
cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7(V7), noduladas na presenca (+N) e na
auséncia de NOs (-N) e contetido relativo de agua, em discos foliares, de
plantas noduladas, na presenca de 5 mM de NO’; (B), submetidas a
desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 28 Umidade de folhas (A) e umidade de caules (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca
(+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 29 Umidade de raizes (A) e umidade de nddulos (B) de plantas de
feijdo-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca
(+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs;, submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 30. Concentracao de clorofila g (A) e clorofilas totais (B) de plantas
de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na
presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a
desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
¥migadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.
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Figura 31. Concentracdo de prolina nas folhas (A) e nas raizes (B) de
plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas
na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs3, submetidas a
desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
irigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 32. Concentracao relativa de prolina (% do total de a.a. livres) nas
folhas (A) e nas raizes (B) de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3
(V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM
de NOs, submetidas a desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.

Figura 33. Concentragao aminodacidos livres totais nas folhas (A) e nas
raizes (B) de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7),
noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs,
submetidas a desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e
de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio

padrao.

Figura 34 Concentracdo aminoacidos livres totais (A) e concentragao de
ureideos (B) em caules de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3)
e Vita 7 (V7), noduladas na presenga (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de
NOs;, submetidas a desidratacdao progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.

Figura 35 Atividade in vivo de redutase de nitrato em discos de folhas (A)
e concentracao de NO’; (B) em folhas de plantas de feijao-de-corda,
cultivares Vita 3 e Vita 7, noduladas na presenca de 5 mM de NOs,
submetidas a desidratagdo progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e
de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio
padrao. Os valores correspondentes a 100% de atividade de RN do controle
foram de 1,83 e 1,80 mmoles de NO,/kgMF/hora, para Vita 3 e Vita 7,

respectivamente.

Figura 36 Concentracao de NOs em caules (A) e em raizes (B) de plantas
de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 e Vita 7, noduladas na presenca de 5
mM de NOs3, submetidas a desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.

Figura 37. Concentracdo de proteinas solliveis totais em folhas de plantas
de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na
presenca  (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a
desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas
¥rigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.
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Figura 38. Atividade de glutamina sintetase, na base de proteinas (A) e na
base de massa seca (B) em folhas de plantas de feijao-de-corda, cultivares
vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N)
de 5 mM de NO3, submetidas a desidratagao progressiva (seca) durante 3
dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.

Figura 39. Atividade de glutamina sintetase (GS), em relacdo a massa seca
(A) e proteinas soluveis totais (B) de nddulos de plantas de feijao-de-corda,
cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na
auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo progressiva
(seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente
{controle). As barras representam o desvio padrao.

Figura 40 Concentracdo de leghemoglobina dos nddulos (A) e ureideos da
seiva do xilema (B) de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e
Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de
NOs, submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.
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RESUMO

A despeito da importancia das leguminosas cultivadas no suprimento de
proteinas vegetais para o homem e outros animais, a partir da reciclagem do N
proveniente do N, da atmosfera, praticamente ndo existe trabalhos sobre a fisiologia
da nutricdo nitrogenada dessas leguminosas noduladas na presenca de nitrato e sob
condicoes de déficit hidrico. Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido
com o objetivo de esclarecer aspectos relacionados com alguns efeitos e mecanismos
do estresse hidrico sobre a assimilacdo de nitrato e a fixacdo simbidtica de N,
relacionado com mecanismos de ajustamento osmético, em plantas noduladas de
[ Vigna unguiculata (L.) Walp]. Foram conduzidos trés experimentos em condigdes de
casa de vegetacdo, proximas daquelas naturais, no periodo de setembro a
novembro, em Fortaleza, Ceara. As plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 e
Vita 7, foram inoculadas com a estirpe CB-756 de Rhizobium spp., na presenga ou
auséncia de 5 mM de NO’3, em vasos de Leonard modificados contendo uma
mistura de silica : vermiculita 1:2 (v/v) e irrigados com solucdo nutritiva por aspersao
capilar. O estresse hidrico foi introduzido aos 28 dias apds emergéncia (fase
vegetativa, inicio do crescimento exponencial), através da suspensao da irrigacao
durante 4 (experimentos 1 e 2) ou 3 (experimento 3) dias consecutivos, seguido de
reirrigacao por dois dias, nos dois primeiros experimentos. Plantas noduladas de
feijdo-de-corda apresentaram boa adaptacdo ao déficit de agua e excelente
recuperacao a reidratacdo. A integridade do aparelho fotossintético, em termos das
concentracgoes de clorofilas, foi pouco alterada pelo estresse hidrico. Os nédulos e
em menos intensidade as folhas foram as partes mais severamente afetada pelo
estresse hidrico. As folhas foram menos afetadas pelo estresse do que os nddulos
em termos da manutencdo do balango proteinas/fitomassa. A adaptacao ao déficit
hidrico da cultivar Vita 7 foi mostrada pelo incremento no crescimento das raizes e
redugbes drasticas na acumulagdo de massa seca da parte aérea. As plantas de
feijdo-de-corda mostraram um intenso e rapido acumulo de prolina livre,
particularmente nas raizes, em resposta as pequenas redugdes na disponibilidade

hidrica, provavelmente como um mecanismo de ajustamento osmdtico.
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Imediatamente apds a reidratagao ocorreu um intenso decréscimo nas concentragoes
de prolina. As concentragbes de aminodacidos livres totais e ureideos foram
aumentadas intensamente, em funcdo do déficit de agua, enquanto que a
composi¢ao relativa e as concentracbes dos aminoacidos totais nas folhas nao
sofreram alteracoes. A biossintese de prolina nas folhas foi provavelmente
relacionada com os aumentos na atividade de glutamina sintetase, induzidos pelo
déficit hidrico. O processo de reducdo assimilatdria de nitrato, mensurado através da
atividade de redutase de nitrato (aRN) e acumulo de nitrato nos tecidos, foi
drasticamente reduzido, nas folhas, por efeito do estresse hidrico. Entretanto, as
plantas estressadas exibiram uma recuperagao intensa na atividade da redutase do
nitrato e promoveram intensa reducdo nas concentracbes de NO'3 em raizes, caules
e folhas, decorridas 24 horas apds a reidratagdo. Ao contrario, a atividade da
redutase do nitrato nos noddulos n3ao foi afetada pelo estresse, sugerindo o
predominio da enzima do tipo constitutiva nesses tecidos, em relacao ao tipo
induzivel pelo nitrato, predominante nas folhas. O processo de fixagao simbidtica de
N,, avaliado a partir do crescimento dos nddulos, atividade de glutamina sintetase,
concentracoes de leghemoglobina e de ureideos na seiva do xilema, também foi
intensamente reduzido pelo déficit hidrico. O decréscimo assim como a recuperagao
desse processo, foi mais lento que o da atividade da redutase do nitrato nas folhas e
mobilizacdo de nitrato das raizes, reforcando a idéia de que os nodulos foram mais
profundamente alterados que as folhas em termos de integridade das proteinas,
quando as plantas noduladas foram submetidas a seca/reidratacao. As cultivares Vita
3 e Vita 7, quando noduladas na presenca de 5 mM de NO';, apresentaram a mesma
intensidade de crescimento e distribuicdo da fitomassa. O estresse hidrico provocou
redugbes mais acentuadas no acimulo de massa seca das folhas da cultivar Vita 3.
Por outro lado, Vita 7 apresentou maior crescimento nas raizes, nessas condigoes.
Essa ultima cultivar exibiu maior concentracao de prolina livre nas raizes enquanto
que Vita 3 mostrou maior acumulacdo de aminoacidos livres nas raizes, evidenciando
diferentes estratégias de ajustamento osmético entre as duas cultivares submetidas
ao estresse hidrico. A cultivar Vita 3, quando nodulada na auséncia de nitrato,
apresentou maior producao de fitomassa total, em relacao a Vita 7. Entretanto, a

primeira cultivar foi mais sensivel ao déficit hidrico. A maior sensibilidade de Vita 3,
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nessas condicOes, foi a partir das drasticas alteracdes na morfologia das folhas, que
apresentaram um aumento intenso no tamanho médio dos foliolos, em relagao a
essa mesma cultivar nodulada na presenca de nitrato. A maior sensibilidade de Vita
3, nodulada na auséncia de nitrato, foi, ainda, inferida pelos decréscimos na
acumulacao de prolina nas folhas. Por outro lado, Vita 7 mostrou intensa reducao no
acumulo de prolina em folhas e raizes, em relagdo as plantas noduladas na presenca
de nitrato, quando ambas foram submetidas ao déficit hidrico. As duas cultivares
mostraram semelhantes aumentos nas concentragoes de ureideos no caule por efeito
desse tratamento. Na presenca de 5 mM de NO'3 as cultivares Vita 3 e Vita 7
apresentaram semelhancas na assimilacao de nitrato (atividade da redutase do
nitrato e acumulo de nitrato) e nos parametros relacionados com a fixacdo de N>
(concentracao de leghemoglobina, atividade de glutamina sintetase nos nddulos e
concentragao de ureideos na seiva do xilema), tanto na condicdo normal como na
presenga de déficit hidrico. A atividade especifica de glutamina sintetase nas folhas
foi ligeiramente aumentada pelo estresse hidrico nas duas cultivares. A cultivar Vita
3, nodulada na auséncia de nitrato, apresentou maior fixacdo simbidtica de N,, em
relacao a presenga de nitrato e também em relacdo a Vita 7 nodulada na auséncia de
nitrato. A maior fixagao foi inferida a partir de um maior crescimento dos nddulos,
maior concentragao de leghemoglobina e maiores fluxos de ureideos na seiva do
xilema. O estresse afetou de maneira semelhante as duas cultivares em termos
desses paramentros relacionados com a fixacdo de N,. Os resultados mostraram que
0s dois processos de assimilacdo de N (reducdo assimilatéria de NO'; e fixacdo e
assimilac@ao de N;) foram intensamente sensiveis ao déficit de agua, sendo que a
recuperacao na atividade dos nddulos foi mais lenta do que a das folhas,
provavelmente devido a maior degradacao de proteinas. As plantas de feijdo-de-
corda mostraram capacidade de ajustamento osmotico através da acumulacdo de

prolina, principalmente nas raizes. A presenca de nitrato favoreceu a adaptacado das

plantas noduladas as condicoes de déficit hidrico.



ABSTRACT

Despite the great importance of crop legumes in providing proteins to animals and
men through atmospheric nitrogen recycling there is few works dealing with the
physiology and biochemistry of nodulated plants in presence of nitrate and under
water deficit. Cowpea [ Vigna unguiculata (L.) Walp] nodulated plants, cv. Vita 3 and
Vita 7, inoculated with Bradyrhizobium sp., CB-756 strain, in presence or absence of
5 mM NO7, were grown under greenhouse conditions in modified Leonard jars
containing a 1:2 silica:vermiculite substrate and watered with a nutrient solution.
The water stress, initiated at 28 days after emergence (DAE), was imposed by
withholding water for four (experiments 1 and 2) or three (experiment 3) subsequent
days followed by rehydration during two days in the case of experiments 1 and 2.
Under these conditions the nodulated plants showed a good adaptation to the water
deficit and an excellent recuperation after rehydration. In addition, the
photosynthetic apparatus seemed to be not affected, based on chlorophyll
concentrations. Under water stress nodules and leaves were more seriously affected
although leaves suffered less as measured by the balance between protein/mass.
The stress tolerance of Vita 7 was recognized by root growth and drastic reduction of
dry 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
was 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
biosynthesis was likely to be related to the increase in the glutamine synthetase (GS)
activity induced by water deficit. The nitrate reduction process in leaves, measured
through nitrate reductase activity and nitrate accumulation in plant tissues, was
drastically reduced. However, 24 hours after rehydration, the stressed plants
recovered their nitrate reductase activity very quickly and showed a significant fall in

the nitrate concentrations in the root, stem and leaf. Contrary, nodule nitrate




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 nodule growth, glutamine synthetase
activity, leghemoglobin, and ureide concentrations into xylem sap. This 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 nodules are
more affected than leaves regarding to protein integrity when the plants were
subjected to water deficit followed by rehydration. Nodulated Vita 3 and Vita 7
cultivars, when in presence of 5 mM NO7, 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. Nodulated Vita 3 in absence of
nitrate produced 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.
Nodulated Vita 7 in absence of 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 5mM 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 N,
fixation (leghemoglobin concentration, nodule 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. Nodulated Vita 3,
in absence of nitrate, showed a better N, fixation rate in relation to the presence of
nitrate and also in comparison with nodulated Vita 7 in absence of nitrate. This
higher N, fixation capacity was based on a better nodule growth, higher
leghemoglobin and ureide concentrations, and higher flux of ureide into xylem sap.

Overall the results showed that the two N, assimilation processes (assimilatory
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reduction of NO3 and N; fixation and NHs assimilation) were highly sensitive to the

water 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 - INTRODUCAO GERAL

1.1 Identificacao do Problema e Objetivos

A cultura do feijao-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp] representa a
principal fonte de proteinas de origem vegetal para a populacao do norte e nordeste
do Brasil. A utilizacdo dessa espécie de feijao pela populacdo de baixa renda pode
representar, na realidade, a sua principal fonte alimentar. A despeito de sua enorme
importancia sécio-econémica, observa-se que sua produtividade na regidao do semi-
anido brasileiro alcanca valores pouco significativos, em termos do potencial
genético-fisioldgico dessa leguminosa. Assim, conforme dados do IBGE de 1995,
algumas regioes produtoras do Ceara obtiveram produgdes menores que 200 kg/ha !

Por outro lado, sob condigbes de irrigagao, nas mesmas areas do semi-arido,
as atuais cultivares utilizadas podem alcancar producdes préximas de 1.700 kg/ha. E
nteressante observar que em outras regides do mundo, como no Vale Central da
California (E.U.A), ja alcancaram-se producGes de até 4.000 kg/ha. Na realidade, a
produtividade do feijao-de-corda em outros paises tem aumentado, enquanto que no
Brasil ela tem diminuido nos Gltimos anos. A despeito dessa cultura apresentar
excelentes caracteristicas de tolerancia para as condicoes estressantes de deficiéncia
hidrica e temperaturas elevadas, tem-se observado que as atuais cultivares
difundidas, associadas ao baixo nivel tecnoldgico e a grande escassez de agua, tem
evado aqueles baixos niveis de produtividade dessa leguminosa.

Apesar da existéncia de um numero razoavel de trabalhos publicados a
respeito do comportamento fisioldgico dessa leguminosa frente ao déficit de agua,
observa-se que 0s mesmos concentram-se nos aspectos da producao de graos,
crescimento, analise da producao bioldgica e alguns envolvendo as relagoes hidricas
da planta. Entretanto, ao nivel molecular, existe uma caréncia de estudos publicados
tanto para essa espécie como para as leguminosas em geral, em termos dos

mecanismos bioquimicos relacionados com os efeitos do déficit de agua e com a

tolerancia diferencial aos estresses. A compreensdo desses mecanismos poderdo, no




futuro, contribuir para o melhoramento genético dessa e de outras culturas,

principalmente através da engenharia genética ou biotecnologia.

Os dois fatores do ambiente que comumente limitam a produtividade agricola
e que podem ser alterados facilmente pelo homem sdo a disponibilidade de agua e
de nitrogénio no solo. As culturas de leguminosas sdo as Unicas capazes de
utilizarem, como fonte de N, de forma isolada ou simultanea, o nitrato do solo ou
fertilizante e o N, através de simbiose com bactérias do tipo rhizdbio. O feijao-de-
corda, neste contexto, caracteriza-se por apresentar excelente capacidade de
nodulagao e fixagao de N, com um largo espectro de estirpes nativas dos solos.
Infelizmente, muito pouco é conhecido sobre as interacoes rhizobio-leguminosa sob
condicOes de déficit de agua. Além do mais, a intensidade da variabilidade genética

dos pares simbiontes sob condigdes de estresse é também muito pouco conhecida.

Apesar da capacidade de utilizacdo simuntdanea de NO3 e N, pelas
leguminosas em geral, é conhecida, ja ha bastante tempo, a ocorréncia de um forte
efeito inibitdrio do nitrato sobre a nodulacdo e a fixagdo de N,. Os mecanismos
bioquimicos dessa inibicdo sdo ainda desconhecidos, apesar de algumas
especulagbes na literatura. Por outro lado, baixos niveis de nitrato no solo sdo
favoraveis para o crescimento inicial da planta nodulada, enquanto que algumas
cultivares noduladas podem responder positivamente a aplicacdo de nitrato na fase
de enchimento das vagens, possivelmente como uma fonte adicional de N. E
interessante observar que existe uma grande variabilidade genética entre os
simbiontes para tolerancia aos niveis de nitrato no solo, em termos de capacidade de

nodulagdo e eficiéncia de fixacao de N..

O processo global de assimilagdo de nitrogénio pode ser caracterizado como o
conjunto de transformagdes bioquimicas que levam as formas de N-inorganico (NO’3,
NHs*, N;) até aminodcidos. A reducdo de NO'3 até NHs, através das enzimas
redutase de nitrato(E.C.1.6.6.1) e redutase de nitrito(E.C.1.6.6.4), é extremamente
dependente do potencial de agua dos tecidos. Na realidade, redutase de nitrato é

uma das enzimas mais sensiveis ao déficit de dgua nas plantas superiores. Por outro




lado, apesar da escassez de pesquisas sobre os efeitos do estresse hidrico sobre o
processo de fixagao de N, trabalhos com soja nodulada tem mostrado que a
disponibilidade de agua afetou muito mais intensamente a fixacdo de nitrogénio do
gue a taxa de fotossintese. Entretanto, nada se conhece sobre qual (is) passo (s)
bioquimicos da reducdo de N, e assimilacdo de NH3 nos nddulos sdo mais afetados
pelo déficit de agua.

Em condicdes de campo, portanto, o feijdo-de-corda podera utilizar
simultaneamente NO3 e N; como fontes de nitrogénio. Qual das duas vias de
assimilacdo de N sera mais sensivel ao déficit de agua? Qual a importancia relativa
da assimilagao de N na sensibilidade (ou tolerancia) ao déficit de agua, em termos de
reflexos na reducdo do crescimento? Qual a importancia do NO3 como fonte
suplementar de N e como precursor para o0 ajustamento osmético? Quais relagdes
existem entre assimilacdo de N e o ajustamento osmatico de leguminosas noduladas

submetidas ao déficit de agua?

O presente trabalho foi realizado visando responder aos questionamentos

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

fisiologia de plantas cultivadas submetidas ao estresse hidrico.




1.2 Revisao de Literatura

1.2.1. A cultura do feijao-de-corda

O feijdo caupi ou feijao-de-corda ou feijdao macassar ou feijao-da-col6nia ou
feijdo-de-praia [Vigna ungdiculata (L.) Walp.], € uma leguminosa dicotiledonea
comestivel, dotada de alto conteido protéico, boa capacidade de fixacdo de
nitrogénio, sendo ainda, pouco exigente em fertilidade de solo. Além disso, a cultura
apresenta tolerancia excelente para as condigdes de baixa disponibilidade de agua
nos solos e altas temperaturas, caracteristicas da regido semi-arida. Trata-se de
alimento basico para a populacdo, e representa o principal cultivo na maioria dos
municipios das regides Norte e Nordeste do Brasil, constituindo a principal fonte de
proteinas de origem vegetal nessas regides, sendo também amplamente distribuido
no mundo (ARAUJO & WATT, 1988).

O feijao-de-corda € uma leguminosa que pertence a familia Leguminosae,
tribo Phaseolae, subtribo Phaseolinae e ao género Vigna. Colocada em sua primeira
dassificacdao botanica como pertencente ao género Phaseolus ou Dolichos, hoje, é
classificada e aceita mundialmente como Vigna. (FREIRE-FILHO, 1988). Esse género
foi dividido em 7 subgéneros, consistindo de varias espécies e, dentre elas, esta a
Vigna ungldiiculata, amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais como
formas selvagens e cultivadas (MARECHAL et al,, 1988). A sua origem estd ligada,
provavelmente, ao continente africano, encontrando, no Brasil, boas condi¢ées de

clima e solo para a sua adaptacao.

Tendo como habitat as regides de clima quente (Umida ou semi-arida), o
feijdo-de-corda é cultivado predominantemente nas regioes Norte e Nordeste do
Pais. Estas regides, com caracteristicas edafoclimaticas distintas — o Norte, bastante

umido e quente e coberto pela floresta; e o Nordeste, com o semi-arido e o sertdo —

enquadram-se na faixa de temperatura ideal para o cultivo do feijao-de-corda (18 °C
- 34 °C) (NG & MARECHAL, 1985). Atualmente, o género Vigna é composto por 160




espécies, a maioria de origem africana, com apenas seis espécies cultivadas,
destacando-se cinco subespécies dentro da espécie Vigna ungdiculata : ungdiculata,
oviindrica, sesquipedalis, dekintiana e menensis (STEELE & MEHERA, 1980). O feijao-
de-corda foi introduzido no Brasil no século XVII por colonizadores portugueses e
espanhdis, bem como por escravos africanos (FREIRE-FILHO et al., 1982).

O feijdo-de-corda é amplamente cultivado pelo pequeno produtor das regides
mais pobres do Brasil e tem sido crescente a sua comercializacao, embora requeira,
ainda, maior incremento. Dadas as grandes qualidades do feijao-de-corda, em
termos nutricionais superiores aos feijoes comuns (Phaseolus spp.), € 0 seu
relativamente baixo custo de producao (ARAUJO & WATT, 1988), parece relevante
aumentar a produgao, comercializagao e difusao do feijao-de-corda, ndao sé para o
Norte e Nordeste, mas também para as demais regides do Pais, que possuem uma
populacdo com sérias caréncias protéicas e alimentares. Portanto, a importancia do
feijao-de-corda para o Brasil, e, em particular, para o Norte e Nordeste — onde a sua
producdo estd melhor adaptada -, ndo se restringe, apenas, aos aspectos
propriamente sociais, por ser alimento basico rico em proteinas (PINTO, 1998), e por
estar ligado aos pequenos agricultores, mas envolve, potencialmente, um leque
maior de aspectos econdmicos como, por exemplo, uma integracdo do processo

produtivo, como tal, ao complexo agroindustrial.

O feijao-de-corda € cultivado para producdo de grdos secos, graos verdes e
vagens, para a alimentacao humana e também na producdo de ramos e folhas, para
2 alimentagao de animais (STEELE & MEHERA, 1980; OLIVEIRA & CARVALHO, 1988).
Pela sua rusticidade, capacidade de se desenvolver bem em solos de baixa fertilidade
e sua habilidade de fixar nitrogénio, o feijdo-de-corda pode ser utilizado como adubo

verde na recuperagao de solos naturalmente pobres em nutrientes ou esgotados pelo
uso intensivo (BRESSANI & ELIAS, 1980; OLIVEIRA & CARVALHO, 1988 e UZOGARA
& OFUYA, 1992). Os modernos centros de producao de sementes secas do feijao-de-
corda s30 o Oeste da Africa (Nigéria), India e Brasil (STEELE & MEHERA, 1980).




No Brasil, dados recentes mostram uma producao de feijao-de-corda de
750.000 toneladas por ano, predominando nas Regides Norte e Nordeste. Nos
Estados do Amazonas, Maranhdo, Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte o cultivo do
feijdo-de-corda representa de 95 a 100% do total das areas plantadas com feijao
(IBGE, 1995). O resultado da nossa baixa producdo agricola € o aumento das
importacbes de alimentos e, consequentemente, transferéncia de divisas para o
exterior. De 1990 a 1995, a importacao de 0,76 milhdes de toneladas de feijao foi
responsavel por 13,2% do déficit da balanca comercial (CUNHA, 1997). No caso
especifico do feijao, a producao permanece praticamente estagnada ao longo dos
ultimos 35 anos e o rendimento médio que era de 656 kg/ha na década de 60, caiu
para 514 Kg/ha na década de 70, 444 Kg/ha na década de 80 e 556 Ka/ha nos anos
90, contrastando com o crescente aumento de produtividade obtido por grandes
centros produtores como Argentina e China (1.000 Ka/ha) e Japao e Estados Unidos
(1.700 Ka/ha).

Nos paises emergentes, como o Brasil, 0 consumo de proteinas de origem
vegetal chega a 78,8%, tornando-se fonte principal ou, em alguns casos, fonte
suplementar das proteinas da dieta (SINGH & SINGH, 1992). Na regido Nordeste
brasileira, o consumo de feijao-de-corda nas areas urbanas corresponde a 41% dos
feijoes em geral, enquanto que nas areas rurais, onde a qualidade do feijao é
melhor, a proporcao sobe para 57%. A quantidade de feijao consumida por
populagbes rurais representa mais do que o dobro de algumas areas urbanas. A
unica area metropolitana que apresentou valores comparaveis as areas rurais, foi o
municipio de Fortaleza, onde o feijdo-de-corda consumido representou 71,9% do
feijao total (IBGE, 1995). O Ceara é o maior produtor brasileiro, sendo responsavel
por 20% da produgao total do Pais (TEIXEIRA et a/., 1988).

A despeito do grande potencial genético-fisioldgico do feijao-de-corda para
obtengao de produtividades elevadas, observa-se, principalmente na regidgo do semi-
arido brasileiro, produgdes incompativeis com as necessidades e potencialidades da

cultura. Como exemplo, a produtividade obtida no municipio de Cratels-Ceara, na
safra de 1995, foi de apenas 197 kg/ha (PINTO, 1998), enquanto que a maior




produtividade do Estado foi 570 kg/ha, no baixo Jaguaribe. Entretanto, na regiao do
vale Central da Califdrnia, nos EUA, sob condigdes de irrigagao, foram obtidos
rendimentos de até 4.000 kg/ha (TURK & HALL, 1980 a).

Os principais fatores que contribuem para a baixa produtividade de feijao-de-
corda na regido do semi-arido sdo o baixo nivel tecnoldgico utilizado (sementes nao
melhoradas geneticamente, preparo e correcao dos solos etc), associado com as
condigGes ambientais desfavoraveis, tais como baixa disponibilidade de agua no solo,
temperaturas elevadas e presenca de salinidade nos solos (ARAUJO & WATT, 1988).
£ possivel que a ocorréncia de temperaturas noturnas elevadas também contribua
para a diminuicao da produtividade, devido causar esterilidade e abscisao das flores
(WARRAG & HALL, 1984). Apesar do feijdo-de-corda ser bastante tolerante as
condicoes de seca e de altas temperaturas, principalmente durante sua fase
vegetativa, observa-se que a cultura é muito mais sensivel a esses estresses durante
a2 fase reprodutiva (TURK & HALL, 1980b).

Vigna unguiculata apresenta uma boa capacidade de nodulacao com um largo
espectro de estirpes de rhizdbio, tanto aquelas nativas do solo, como sob inoculagao
artificial, inclusive nas condicoes do semi-arido (STAMFORD et a/.,, 1988). Entretanto,
poucos sao os trabalhos da literatura, tanto nacional como estrangeira, que
avaliaram os efeitos e 0s mecanismos da seca sobre os processos envolvidos com a
foacdo simbidtica de N, (sobrevivéncia do rhizobio e infeccao, nodulagdo,
crescimento e desenvolvimento dos nddulos e mecanismos bioquimico-fisioldgicos do
processo global) (SPRENT, 1981; GUERIN et al, 1990). Por outro lado, essa
l=guminosa apresenta boas potencialidades para a utilizagdo simuntdnea de N, e de
NO3 do solo (baixas concentracoes), apesar do antagonismo existentes entre essas
duas fontes de N (SILVEIRA et a/, 1998 a).

1.2.2 O déficit hidrico

A seca é definida como um prolongado periodo sem agua. Para um periodo de

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

hidrico do solo e por Ultimo, a um déficit hidrico da planta (LEVITT, 1980). O grau no




oual deficiéncia de chuva provoca um déficit de agua no solo depende da taxa de
evaporacdo durante o periodo sem chuva, das caracteristicas fisicas e quimicas do
solo e da umidade relativa da atmosfera. Entretanto, depende, de outra forma, de
um numero de caracteristicas das plantas que influenciam a absor¢ao de agua, a
t=xa de transpiracdo e suas respostas a falta de agua. E o grau no qual a planta
pode suportar a falta de chuva que caracteriza sua resisténcia a seca (PALEG &
ASPINALL, 1981; HANSON & HITZ, 1982; SCHULZE, 1986). Dentre os mecanismos
gde resisténcia a seca, existem varios tipos que capacitam as plantas a resistir a seca,
conforme mostrados nas revisdes de TURNER (1979) e JONES et a/.(1981).

O esquema a seguir (SALISBURY & ROSS, 1992) demonstra a seqiiéncia de
eventos que ocorrem em relagdo ao desenvolvimento do estresse hidrico. E
mmportante perceber que os ultimos eventos sdao quase que indubitavelmente
respostas @ um ou mais dos primeiros eventos, mais do que até mesmo do estresse
hidrico. O crescimento celular parece ser a resposta mais sensivel ao estresse
hidrico. Diminuindo-se o potencial de agua de somente — 0,1 Mpa (as vezes menos)
resulta no decréscimo perceptivel do crescimento celular (irreversivel alongamento
celular) e assim redugao no crescimento da raiz e da parte aérea (SAKURAI &
KURAISHI, 1988). HSIAO (1973), sugere que esta sensibilidade é responsavel pela
observacao de que muitas plantas crescem principalmente a noite, quando o estresse
hidrico € menor. A inibicdo da expansdo celular é comumente seguida por uma
reducdo na sintese de parede celular (SALISBURY & ROSS, 1992).

A sintese de proteina pode ser quase igualmente sensivel ao estresse hidrico
'NOBEL, 1992). Estas respostas sao observadas somente em tecidos que estao
normalmente crescendo rapidamente (sintetizando os polissacarideos da parede
celular e proteinas, bem como se expandindo). Os efeitos sobre a sintese de
proteinas ocorrem aparentemente, sobre a atividade do ribossoma (CARPITA, 1992).
Em potenciais um pouco mais negativos, a formacdao de protoclorofila é inibida,
embora esta observacdo seja baseada em poucos estudos (NOBEL, 1992). Muitos
estudos indicam que a atividade de certas enzimas, especialmente redutase de
nitrato (SHANER & BOYER, 1976 a, b; SINHA & NICHOLAS, 1981), fenilalanina




amonia liase (PAL) e algumas outras, decrescem prontamente quando o estresse
hidrico aumenta (SALISBURY & ROSS, 1992). Poucas enzimas tais como a-amilase e
ribonucleases, mostraram aumento de atividade (NOBEL , 1992 ).

SENSIBILIDADE GENERALIZADA AO ESTRESSE HIDRICO DE PARAMETROS OU PROCESSOS DE PLANTAS

SENSIBILIDADE AO ESTRESSE

MUITO RELATIVAMENTE
SensiveL INSENSTVEL
Potancial do Tecido Exigido para o Processo Afetado

|Parfmetros ou Processos
Afetados 0 MPa - 1.0 MPa —2.0 MPa Observagles

Crescimento celular = Tecido em crecimento rapido
Sintese de parede Tecido em credmento ripido

Sintese de proteina Folhas estioladas

Formacgho de ——

protociorofila
Nivel de

Redutase de Nitrate
Acumulacio de ABA
Nivel de citocinina
Abertura estomfitica 0 ____ . _____ Depende da espécie
Assimilagio de CO, = - Depende da espécie
Respiracio e e,

Acumulagio de prelina

Acumulagiio de aquiicar

Extraido e adaptada de SALISBURY & ROSS (1992).

Pensou-se que tais enzimas hidroliticas poderiam quebrar amido e outros
materiais para tornar o potencial osmético mais negativo, desse modo resistindo a
seca (ajustamento osmotico) (MORGAN, 1984), mas estudos cuidadosos nem sempre
sustentam essa idéia. A fixacdo e a reducdo do nitrato também decrescem com o
estresse hidrico, uma descoberta que é consistente com a queda observada na
atividade da redutase de nitrato (FOYER et al, 1998). Em niveis de estresse que
causam mudangas observaveis nas atividades das enzimas, a divisdo celular também
¢ inibida e os estobmatos comegam a fechar, levando a uma reducdo na transpiracao
e fotossintese (SHANER & BOYER, 1976; NICHOLAS & SINHA, 1981; KAISER, 1987).

Tem havido muitas controvérsias se a queda comumente observada na

fotossintese em resposta ao estresse moderado é causada pelo fechamento dos
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estdmatos ou mais diretamente pelo estresse hidrico per se (KAISER, 1987). Célculos
mostraram altas concentracdes de CO, interno sob estresse hidrico moderado,
sugerem que a propria fotossintese € inibida. Contudo, ha evidéncias sugerindo que
as baixas taxas de transpiracdo podem levar ao decréscimo da fotossintese (BUNCE,
1988). MedicOes das respostas de varias enzimas fotossintéticas ao estresse hidrico
também sugerem um efeito direto do estresse hidrico (VU & YELENOSKY, 1988).

Mais ou menos no mesmo nivel de estresse que esclarece os efeitos sobre
enzimas, a concentragao de acido abscisico (ABA) comega a aumentar rapidamente
em tecidos de folhas e, em uma menor escala, em outros tecidos, incluindo a raiz
(BRADFORD & HSIAO, 1982; SALISBURY & MARINOS, 1985; SALISBURY & ROSS,
1992; GOMES et al., 1997). Isto leva ao fechamento dos estomatos e reducao da
transpiracao (SALISBURY & ROSS, 1992; BRAY, 1993). Em conseqiiéncia, o ABA
parece inibir o crescimento da parte aérea, promovendo o crescimento da raiz, o que
poderia aumentar o suprimento de agua para a planta. Hd também evidéncias de
gue concentracoes baixas de ABA aumentam a taxa de condutancia de agua através
das raizes, o que reduziria o estresse hidrico na parte aérea. Muitas dessas
adaptacoes envolvendo o ABA s3ao melhor observadas em mesdfitas. As xerofitas
sempre tém outras adaptacoes (KRIEDEMANN & LOVEYS, 1974).

O etileno também parece ter um papel nas reacoes de estresse. Ele aparece
em resposta a varios fatores de estresse, incluindo excesso de agua (JACKSON,
1985), patégenos de plantas, poluicao do ar, corte de raiz, transplante, movimentos
vegetais e talvez, a seca (TIETZ & TIETZ, 1982). Embora estresses sejam
relativamente suave em Yy = - 0,3 a — 0,8 MPa , interacbes e respostas indiretas,
comecam a ser regra. O decréscimo de citocininas em folhas de algumas espécies diz
respeito a esses niveis. Em potenciais um pouco mais negativos, o aminodacido
prolina comeca a aumentar rapidamente, algumas vezes elevando-se a niveis de 1%
da matéria seca do tecido (PALEG & ASPINALL, 1981). Aumentos de 10 a 100 vezes
sao comuns. Dependendo da espécie, outros aminoacidos e amidas, especialmente

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

sintetizada de novo a partir do acido glutdmico e, provavelmente, a partir de
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carboidratos, em ultimo caso (PALEG & ASPINALL, 1981). Estes compostos,

possivelmente, contribuem para o ajustamento osmético.

Em niveis mais elevados de estresse (¥w = - 1,0 a — 2,0 MPa ) a respiracao, a
translocacdo de assimilados e a assimilagdo de CO, caem a niveis proximos de zero.
A atividade de enzimas hidroliticas aumenta consideravelmente e o transporte de
ions pode ser diminuido. Na verdade, em varias espécies, a respiracao muitas vezes
aumenta, ndo diminuindo até que estresses hidricos de — 5,0 MPa sejam atingidos.
As plantas normalmente recuperam-se se reirrigadas, quando o estresse esta entre —
1,0 a — 2,0 MPa, significando que, ao invés da severidade do estresse hidrico, a
resposta ao estresse € elastica ou, no minimo, levemente eldstica, porque o
crescimento e a fotossintese de folhas jovens frequentemente ndo alcancam as taxas
originais por varios dias e as folhas velhas caem, porque o crescimento é
especialmente sensivel ao estresse hidrico. As células sdo menores e as folhas
desenvolvem-se menos durante o estresse hidrico, resultando na reduzida area para
a fotossintese. Além disso, as plantas podem ser especialmente sensiveis mesmo a
seca moderada durante certos estagios do desenvolvimento. Por ultimo, no sentido
de producao final, as respostas ao estresse sdo realmente plasticas, mesmo com
estresse hidrico moderado (SALISBURY & ROSS, 1992).

Embora a area da folha seja importante, porque a fotossintese é usualmente
proporcional a ela, a expansao rapida da folha podera adversamente afetar a
disponibilidade da agua. Se ocorre precipitacdo somente durante o inverno e a
primavera e 0S veroes sao secos, as plantas jovens, na primavera terao ampla
umidade de solo, e o estresse aumenta rapidamente no verdao. O crescimento
prematuramente acelerado pode resultar em folhas com grandes areas levando a
uma rapida e prematura diminuicdo da agua na planta, agravada pela baixa
umidade do solo para que a planta complete seu ciclo de vida. Nesta situacdo,
somente as plantas que retém alguma agua para reprodugdo ou que completarem o

dclo de vida mais rapidamente, antes do inicio da seca (fuga da seca) é que

produzirdo sementes para a proxima geracdo (TAIZ & ZEIGER,1991).
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As respostas mais rapidas ao estresse hidrico devido a desidratacdo parecem
ser por intervencgao de eventos biofisicos, mais do que por mudangas nas reagdes
quimicas. Uma vez que o conteido de agua da planta diminui, as células se
contraem e suas paredes retraem (TAIZ & ZEIGER, 1991). Esta diminuicao no
volume da célula resulta em pressdo hidrostatica mais baixa ou perda da
turgescéncia. Como a perda de agua aumenta e as células se contraem mais, as
substancias dissolvidas nas células tornam-se mais concentradas. A membrana se
torna mais densa e mais comprimida, jd que ela cobre uma area menor do que
antes. Pelo fato de ser a perda da turgescéncia o primeiro efeito biofisico significativo
do estresse da agua, podemos esperar que as atividades dependentes de
turgescéncia sejam as mais sensiveis aos déficits da agua. A expansdo da célula é
um processo dependente de turgescéncia (TAIZ & ZEIGER, 1991) e é extremamente
sensivel ao déficit de agua.

A area total da folha de uma planta ndo permanece constante depois que
todas as folhas tiverem amadurecido. Se a planta tornar-se estressada por escassez
de agua, depois que uma area substancial da folha estiver desenvolvida, as folhas
envelhecerdao e cairdao (abascisao) (TAIZ & ZEIGER, 1991). Este ajustamento da
area da folha € uma mudanca importante a longo prazo, que melhora a
adaptabilidade da planta para um meio ambiente com restricao de agua. Na verdade,
muitas plantas deciduas de deserto, durante a seca, dependem de uma versdo
extrema da reacao ao estresse, desfolhando-se totalmente durante a seca e
lancando novas folhas apds as chuvas. Este ciclo pode ocorrer duas ou mais vezes
em uma simples temporada. O processo de abscisao durante o estresse da agua
resulta do aumento, em grande escala da sintese e da reagao ao etileno, hormonio
enddgeno da planta (TAIZ & ZEIGER, 1991).

Os déficits mais fracos de agua também afetam o desenvolvimento do sistema
da raiz. A relagao raiz/parte aérea parece ser comandada por um equilibrio funcional
entre a absorcdo de dgua pela raiz e a fotossintese da parte aérea. Embora a relacdo

raiz/parte aérea dependa de processos complexos de desenvolvimento e nutricdo, o

conceito de equilibrio funcional podera ser simplesmente assim enunciado: Uma raiz
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crescera até ficar tdo grande que a absorcdo de agua pela raiz limitara um maior
crescimento; ou O reverso, as raizes crescerdao até que sua demanda pelo
fotossintato da parte aérea iguale o suprimento. Este equilibrio funcional sera
alterado, se o suprimento de agua diminuir. Quando a absorcdo da agua é cortada,
o processo de expansdo da folha é afetado muito cedo, porém a atividade
fotossintética € muito menos afetada (TAIZ & ZEIGER, 1991).

A inibicao da expansao da folha reduz o consumo de carbono e energia, e
uma maior proporcao dos assimilados da planta podera ser distribuida ao sistema
radicular, onde poderdo suportar um crescimento maior. Ao mesmo tempo, os apices
da raiz num solo seco perdem turgescéncia e o proprio solo que vai secando
apresenta cada vez mais uma estrutura rigida. Todos esses fatores levam o
crescimento da raiz para zonas de solo que permanecem Umidas (TAIZ & ZEIGER,
1991). Quando o inicio do estresse é mais rapido ou a planta atinge sua area total da
folha antes do inicio do estresse, ha outras reacdoes que protegem a planta contra a
desidratacdo. Sob tais condicOes, os estomatos fecham para reduzir a evaporacao da
area da folha existente. O fechamento do estobmato pode ser considerado uma
terceira linha de defesa contra a seca. A absorcdo e a perda de agua nas células
guardas modificam sua turgescéncia e controlam a abertura e o fechamento
estomatico (TAIZ & ZEIGER, 1991).

Uma reducado no contetido de soluto das células guardas resulta em perda de
agua e turgescéncia diminuida, conduzindo ao fechamento estomatico. O processo
da perda de soluto das células guardas é acionado pela condicao de reducao da agua
no resto da folha, havendo evidéncias de que o acido abscisico (CORNISH &
ZEEVART, 1985; TAIZ & ZEIGER, 1991; BRAY, 1993) desempenha um importante
papel neste processo. O aumento da sintese de ABA ocorre apos o fechamento ter
comegado e parece melhorar ou prolongar o efeito do fechamento inicial (HARTUNG
et al, 1988). As respostas estomaticas a desidratacao da folha podem variar
enormemente, tanto entre espécies, quanto dentro da mesma espécie. O estomato

de algumas espécies que retardam a desidratacdo do tecido foliar, como o feijdo-de-

corda (Vigna unguiculata) e a mandioca (Manihot esculenta), nao reagem
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normalmente a falta de agua, pois a condutancia estomatica e a transpiragao
diminuem tanto, que o potencial de agua da folha pode permanecer quase constante
durante a seca (RADIN & HENDRIX, 1988).

O estresse da agua normalmente afeta tanto a condutancia estomatica,
guanto a atividade fotossintética na folha. Quando do fechamento estomatico
durante os estagios iniciais do estresse da agua, a eficiéncia do uso da agua pode
aumentar (mais CO, absorvido por unidade de dagua transpirada), porque o
fechamento estomatico inibe a transpiracdo mais do que diminui as concentragdes de
CO; intercelulares e a desidratacdo das células do mesdfilo inibe a fotossintese.
Quando o estresse se torna severo, contudo, a eficiéncia do uso da agua
normalmente diminui e a inibicdo do metabolismo do mesdfilo se torna mais forte. O
efeito relativo do estresse sobre a condutancia estomatica e fotossintese pode ser
avaliado quando se coloca as folhas estressadas no ar contendo altas concentracées
de CO, (HANSON & HITZ, 1982; SCHULZE, 1986). As limitagbes estomaticas a
fotossintese poderiam ser devido a uma alta concentracdo de CO, externo, mas
gualquer efeito direto do estresse hidrico sobre o metabolismo no mesdfilo ndo sera
revertido por exposigao a altas concentragdes de CO, (TAIZ & ZEIGER, 1991).

Outra questdo critica com respeito aos efeitos do estresse da agua € se o
processo do estresse afeta diretamente a translocacdo. O transporte do floema esta
ligado tanto a fotossintese, que produz os substratos, quanto ao metabolismo nos
drenos. O estresse da agua diminui a fotossintese e o consumo de assimilados nas
folhas em expansdao. Em consequiéncia, , o estresse da agua indiretamente diminui a
guantidade de fotossintatos exportado pelas folhas. Pelo fato de ser o transporte do
floema dependente da turgescéncia, ja foi questionado que, se o potencial de agua
diminui no floema durante o estresse, a diminuicdo na turgescéncia deve também
inibir 0 movimento dos assimilados (TAIZ E ZEIGER, 1991; SALISBURY & ROSS,
1992).

As experiéncias, contudo, tém demonstrado que a remoc¢ado dos drenos nao €

afetada, quando outros processos, tal como fotossintese, ja terao sido fortemente
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inibidos, conforme mostra a figura abaixo. Esta relativa insensibilidade ao estresse,
permite as plantas uma mobilizacdo e o uso de reservas onde elas sdo necessarias
(por exemplo, no crescimento da semente), mesmo quando o estresse é bastante
rigoroso. A habilidade de se continuar removendo carbono é um fator chave, em
todos os aspectos da resisténcia da planta a seca (TAIZ & ZEIGER, 1991).
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O ajuste osmotico, ou acumulacdo de solutos pelas células, é um processo
pelo qual o potencial de agua pode ser diminuido sem ser acompanhado por uma
diminuicdo na turgescéncia (MORGAN, 1984). A modificagdo no potencial de agua do
tecido resulta simplesmente de modificagbes na pressao osmotica. O ajuste osmatico
nao deve ser confundido com o aumento na concentracao do soluto, que ocorre
durante a desidratacao e a murcha da célula. Em vez disso, € um aumento liquido no
contetido do soluto que ocorre durante a desidratacdo da célula, independente das
modificagées de volume, que tém lugar por causa da perda de agua. O aumento na
pressao osmotica € bastante pequeno, entre 0.2 e 0.8 MPa, exceto em plantas
adaptadas as condigbes extremamente secas. A maior parte do ajuste osmotico

pode, normalmente, ser devido ao aumento na concentragao de alguns solutos
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comuns, tais como aclicares, acidos organicos e ions, especialmente K* (CRAMER et
al.,1985).

Tem sido mostrado que as enzimas do citosol das células da planta sao
rigorosamente inibidas por altaé concentragoes de ions. O acumulo de ions durante o
ajuste osmético parece ocorrer principalmente dentro de vactiolos, onde os ions sao
conservados fora do contato com as enzimas do citosol e de organelas subcelulares.
Por causa da compartimentacdo dos ions, alguns outros solutos devem se acumular
no citoplasma para manter o equilibrio do potencial de dgua dentro da célula. Estes
outros solutos, chamados solutos compativeis (ou osmdlitos compativeis), sao
componentes organicos que ndo interferem com as funges da enzima. A prolina é
um soluto compativel normalmente acumulado (ASPINNAL & PALEG, 1981); outros
sao o sorbitol, um dlcool derivado de aglicar e, a betaina, uma amina quaternaria
(WYN JONES & STOREY, 1981; WYN JONES & GORHAM, 1983). A sintese dos
solutos compativeis é também importante no ajuste osmatico de plantas ao aumento
da salinidade na zona da raiz (TAIZ & ZEIGER, 1991).

O ajuste osmdtico se desenvolve lentamente, em resposta a desidratagdo do
tecido. E importante, por isso, quando se estuda o ajuste osmaético, permitir-se um
lento inicio do estresse, de modo a se prover tempo suficiente para as trocas
substanciais na sintese do soluto. No curso de varios dias, contudo, outras
modificagées (crescimento, fotossintese, etc.) estardo também acontecendo. Por
esta razao, nao esta claro se o ajuste osmotico é uma resposta direta e
independente ao déficit da 4gua, ou um resultado de algum outro fator, tal como a
=xa de redugao do crescimento. Nao obstante, esta claro que as folhas capazes de
zjuste osmotico podem manter a turgescéncia a potenciais de dgua mais baixos do
gue as folhas nao ajustadas (Mc CREE & RICHARDSON, 1987).

A manutengao da turgescéncia possibilita a continuacao do alongamento da
celula e facilita @ condutancia estomatica a potenciais de dgua mais baixos (TURNER
& JONES, 1980). Neste sentido, o ajuste osmatico é uma aclimatacao que melhora a

verdadeira tolerancia a desidratacdo. A figura a seguir mostra a comparacdo entre
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uma planta de beterraba acucareira (Beta vulgaris), crescidas em vaso, uma espécie
ajustavel osmoticamente, e uma planta de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), uma
espécie ndo ajustavel que, ao invés, conserva agua por fechamento estomatico
durante o estresse. As folhas da beterraba agucareira mantiveram um potencial de
agua inferior ao das folhas de feijao-de-corda; a fotossintese e a transpiragdo,
contudo, durante o estresse foram apenas levemente maiores na beterraba
acucareira (Mc CREE & RICHARDSON, 1987).
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Extraida e adaptada de TAIZ & ZEIGER (1991)

A maior diferenca entre as duas plantas foi o potencial de dagua da folha.
Estes resultados mostram que o ajuste osmotico promoveu a verdadeira tolerancia a
desidratagdao, porém nao tendo efeito maior na produtividade (Mc CREE &
RICHARDSON, 1987). O ajuste osmotico também ocorre em raizes, embora o
processo nao tenha sido tao extensivamente estudado como nas folhas. Este ajuste,

contudo, pode ocorrer no meristema da raiz, melhorando a turgescéncia e mantendo
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0 seu crescimento, sendo um componente importante das mudangas de padrées no
crescimento da raiz, durante a redugao da agua no campo (Mc CREE &
RICHARDSON, 1987; TAIZ & ZEIGER, 1991).

O ajuste osmotico € um mecanismo valioso da aclimatacao ao estresse? Os
solutos se acumulam em um tecido simplesmente por causa da relagao
estresse/inibicao de crescimento em qualquer outro lugar? Estas perguntas devem
ser dificeis de se responder. Tentativas para aumento do ajuste osmético nas folhas,
sejam genéticas (por cultivo e selecdo) ou fisioldgicas (por indugao do ajuste com
déficits de agua controlados), resultaram em plantas que cresceram mais
lentamente. Entdo, a utilizacdo do ajuste osmético para melhorar o desempenho da
agricultura ainda esta por se realizar (TAIZ & ZEIGER, 1991).

1.2.3 Utilizacdo de nitrogénio pelas plantas.

O nitrogénio é fundamental para o crescimento e desenvolvimento de todas as
plantas cultivadas que o requerem em grandes quantidades. Normalmente, o
nitrogénio é absorvido da solugao do solo, na forma de ions nitrato (NOs") ou aménio
(NH;*) (SMITH & GALLON, 1993). A fonte mais importante de nitrogénio é o NOs3,
forma mais abundante em torno das raizes, do que o NH4*. Entretanto, a solucdo do
solo frequentemente apresenta baixas concentracoes de NOs o que limita o
crescimento da planta (SILVEIRA & CROCOMO, 1985). A grande demanda de
nitrogénio para altas produgbes agricolas tem levado a um rapido aumento na

guantidade de aplicacao de fertilizantes nitrogenados.

E pratica agricola corrente adubacdes nitrogenadas em grandes quantidades
e, para economizar o custo de aplicacdo, em geral, é efetuada uma Unica aplicacao
de modo a suprir a demanda de N pela cultura durante a estacao de crescimento. O
resultado € um suprimento excessivo inicial, seguido de um progressivo declinio

através do ciclo da cultura até que o N alcance baixos niveis na solugdo do solo.

Com o tempo, o nivel de N no solo diminui devido a absorcado pela planta, lixiviagdo,
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desnitrificacdo e outros processos de remogao (SMITH & GALLON, 1993; LEA, 1997).
A faixa de concentracdo de NO'3 na solucdo nessas condigbes pode variar de 1 até
20 mM (SILVEIRA, 1985 b). O nitrogénio ocorre na natureza em diversas formas,
existindo uma continua interconversdo destas formas por meio de processos fisicos e
bioldgicos constituintes do ciclo do nitrogénio, conforme ilustra o esquema abaixo
(LEA ,1997).

Ny ATMOSFERICO
73.10% ¢ 118.10% ¢
Fixagdo industrial Fixagao biologica
N2,N20 Volatilizagiio de NH., Superficie
[ . do solo

o |
\B:’ Vi Imobilizagédo
Denitrificagao \ M
N Organico

+ Mineralizacao
NO;

Lixiviagdo

Extraido e adaptado de LEA (1997)

Das grandes quantidades de N, existentes na atmosfera, os vegetais nao
podem utiliza-lo diretamente, embora penetrem na planta através dos estdmatos, em
virtude de dificuldades de ordem energética e catalitica, pois as folhas ndo possuem
enzimas para reduzir o N; até NH3 . Assim o N, sai livre e rapidamente como entra

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

fixacdo biologica por meio de microorganismos fixadores livres, simbidticos ou em
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associacao (SPRENT & SPRENT, 1990 ; SMITH & GALLON, 1993). Em menor grau, a
fixagdo ndo bioldgica do nitrogénio como descargas elétricas e processos industriais;
principalmente pelo processo de Haber-Bosch — sintese industrial de amdnia — este
processo envolve a reacdo de nitrogénio e hidrogénio na forma de gases submetidos
a altas temperaturas e pressdo, contribuem para as reservas de nitrogénio no solo
(LEA, 1997).

400-600°C

N. + 3H: =) 2 NH3 (Processo de Haber-Bosch)

100-200 atm

A conversdo do N-organico em NHs* pelos microorganismos do solo é
chamada de amonificagdo. A oxidagdo do N-amoniacal até N-NOs é realizado por
bactérias nitrificadoras, que utilizam a energia liberada para o crescimento e
manutencao de sua organizacao (SILVEIRA & CROCOMO, 1985). O nitrogénio
contido nos tecidos vegetais podem ser utilizado pelos animais para formar
numerosos compostos nitrogenados que podem retornar ao reservatério do solo na
forma de fezes e urina. A decomposicao de restos vegetais e animais irao formar o
N-organico que, por processos de mineralizagdo, produzirdo N-NOs e N-NH;*. O
nitrogénio mineralizado pode ser lixiviado para o lencol freatico e pode retornar como
N, para a atmosfera por processo de desnitrificacao (SPRENT & SPRENT, 1990 ;
SMITH & GALLON, 1993; LEA, 1997) ou também como 6xido de dinitrogénio (N.0O)
onde poderia desempenhar um papel de grande importancia no processo de
destruicao da camada de ozonio (MENGEL, 1992).

1.2.3.1 Fixacao simbidtica de N>

A forma mais importante de fixagdo de nitrogénio agricola é realizada pela
simbiose entre raizes de plantas de leguminosas e bactérias do género Rhizobium
(SPRENT & SPRENT, 1990; SMITH & GALLON, 1993). Porém, alguns Rhizobia, por

exemplo Azorhizobium, Caulinodans e Photorhizobium formam noddulos em caule.

Varias plantas ndo leguminosas, também, produzem nddulos que fixam o nitrogénio,
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mas o procaridtico simbionte é um actinomiceto chamado Frankia. A cianobactéria
pode também formar relacbes simbidticas com uma variedades de organismos,
inclusive a esponja de folha de coral Sphonochalina (SPRENT & SPRENT, 1990; RAI,

1990).

O processo de nodulagdo comega com a infeccao dos pelos absorventes da
raiz, pelos rhizobios, que vivem na rizosfera, onde se multiplicam aproveitando
exudados das raizes como alimento (SPRENT & SPRENT, 1990). A primeira reagao
que é reconhecida é o enrolamento do pélo da raiz. A parede celular rompe-se,
facilitanto a penetracdo da bactéria. Estabelece-se, entdo, a infeccao que comega
guando a plasmalema das células infectadas se desenvolvem formando filamentos
cheios de bactérias que se prolongardo na cortex da raiz até proximo do periciclo.
As células da cortex que estdo infectadas, aumentam de tamanho e dividem-se para
formar uma esfera rodeada por células ndo infectadas e uma camada fibrosa

externa.

Os bacteridides sdo envolvidos pela leghemoglobina, uma proteina de origem
vegetal que ocorre somente nos tecidos dos nodulos das leguminosas. A
leghemoglobina tem o papel de facilitar a difusdo do O, da superficie do nédulo até o
bacteridide e garantir o acesso rapido de O, necessario para a respiracao da bactéria
(sintese de ATP, via fosforilacdo oxidativa) sem permitir a inativagdo da enzima

responsavel pela fixacao do N, a nitrogenase que € sensivel ao oxigénio.

A nitrogenase é uma enzima complexa capaz de catalisar a redugao do N, a
amonia, conforme esquema abaixo. Ela consiste de dois complexos proteicos:
complexo Fe-Proteina (Fe-S-Proteina) e complexo Mo-Fe-Proteina (Mo-Fe-S-Proteina)
gue quando associados para formar a nitrogenase mostram atividade superior a dos

complexos separados.

N, +8H"+8e + 16 ATP » 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi

Todas as enzimas nitrogenases contém uma Ferro-proteina que é composta

de duas subunidades sensiveis ao oxigénio, com massas moleculares de,
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aproximadamente, 62 kDa, contendo 4 atomos de Fe e 4 atomos S por dimero. O
centro de ferro-enxofre tem um potencial elétrico de —350 mV. Quando MgATP sao
unidos, acontece uma mudanca conformacional da Fe-proteina, e o potencial elétrico
torna-se 100 mV mais negativo. Estudos de mecanismos demonstraram que a Fe-
proteina € uma doadora de elétron especifica a proteina contendo molibdénio
(SMITH, 1990). A parte da enzima nitrogenase contendo molibdénio € chamada
proteina MoFe. O Co-fator Ferro-molibdénio (FeMoCo), que € derivado do
homocitrato é ligado a a-subunidade da proteina de MoFe na fenda formada das
duas regides do polipeptideo aos residuos dos aminoacidos Cys-175, GIn-191 e His-
195 (SCOTT et al., 1990).

Além da reducao do nitrogénio, a nitrogenase também pode reduzir uma
variedade de outros substratos, tais como, a azida e o acetileno (LEA, 1997). Estes
substratos tém em comum, seus pequenos tamanhos e em muitos casos a posicao
da tripla ligacdo. Podemos notar que entre estes substratos estda o acetileno
(etileno), sendo esta conversao, a base mais comumente usada nos ensaios de
fixacdo do nitrogénio. O etileno formado pela nitrogenase pode fazer parte de
ensaios, usando-se um simples método de cromatografia gasosa. As medidas mais
precisas de fixacdo de nitrogénio pela incorporacdo do ®N; no material organico, é
usando um espectometro de massa, mas € caro e gasta muito tempo. Porém, a
informacdo obtida, usando-se o ensaio de reducao do acetileno, deveria ser
considerado com precaugao (MINCHIN et al., 1986 e DENISON et al. 1992).

Os nddulos que fixam ativamente o N, sdo reconhecidos pela coloracdo
avermelhada no seu interior. Este processo foi descrito em detalhes por SPRENT &
SPRENT (1990). Ha trés fungbes principais das células da planta em que ocorre uma
rapida fixacdo de nitrogénio no nddulo:

1. Prover um fluxo rapido de oxigénio para dar suporte a respiracdo do
rhizobium a uma concentragao suficientemente baixa para evitar a

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

rapidas taxas de respiracao do bacteridide;

3. Remover rapidamente a aménia que é sintetizada pelo bacteridide para evitar

a inibicao da nitrogenase.

Muitos dos mais recentes genes de nodulinas codificam proteinas que dao suporte a

estas fungdes.

A leghemoglobina (LegHb) é a mais abundante proteina sintetizada nos
nodulos(~20%). Esta localizada no citoplasma da célula da planta infectada e nao
dentro da membrana do peribacteridide. Essas proteinas pertencem a familia de
nemoproteinas capazes de ligagao reversivel com o oxigénio e apresentam massa
molecular de aproximadamente 16 KDa (BECANA & KLUCAS, 1992 e BARBOSA &
MEIRELLES, 1994). Do ponto de vista estrutural, as leghemoglobinas de todas as
¥=guminosas estudadas sdao semelhantes as mioglobinas animais (ELLFOLK, 1972).
Funcionalmente, diferem destas por possuirem maior afinidade pelos ligantes
gas0s0s : O; e CO (WITTENBERG et al. 1972) e por formarem complexos com anions
acetato e nicotinato. O acetato é especifico para a forma oxidada (APPLEBY et al.,
1976), enquanto o nicotinato liga-se tanto na forma oxidada quanto na forma
reduzida, sendo, por esta razao e por sua natureza enddgena, o ligante mais
mportante das leghemoglobinas (KLUCAS & APPLEBY, 1991).

A sintese da leghemoglonina nos nddulos é condigdo necessaria para que se
estabeleca a fixagdao de nitrogénio pelo bacteridide. Sua sintese é desencadeada
guando grupos hemes sintetizados pelo bacteridide (KEITHLEY & NADLER, 1983;
SANGWAN & O’BRIAN, 1991) sdo transportados para o citoplasma da célula do
hospedeiro onde se unem a globina que é codificada pelo genoma do hospedeiro
(APPLEBY, 1984 e SANGWAN & O'BRIAN, 1991). A despeito das leghemoglobinas
t=rem a mesma fungao fisioldgica, a sintese de diferentes tipos moleculares em um
mesmo hospedeiro € comum a todas as leguminosas e foi definitivamente

comprovada com o isolamento de quatro genes distintos responsaveis pela sintese

2os quatros principais componentes da leghemoglobina de soja (HYLDIG-NIELSON et
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al, 1982 e LEE, et al, 1983). O numero de componentes da leghemoglobina
sintetizados nos nddulos depende da espécie e o alto grau de homologia na
seqiiéncia de aminodcidos entre os componentes de uma mesma espécie diminui
quando se comparam componentes de espécies diferentes (APPLEBY, 1984 e
SANGWAN & O'BRIAN, 1991).

A predominancia de diferentes componentes da leghemoglobina durante o
ciclo de fixacdo de N, tem sido determinada para diferentes espécies de
leguminosas. Independentemente do nimero de componentes sintetizados em cada
espécie, 0 aumento ou reducdo na concentracao deles esta relacionado com a idade
do nddulo (APPLEBY, 1984) e isto foi observado em mucana preta, com a redugao
total na sintese do componente II, durante a fase de frutificacgdo (BARBOSA &
MEIRELLES, 1994). A funcao fisioldgica dos diferentes tipos de leghemoglobina tem
sido estudada pela determinacao da afinidade dos componentes por diferentes
ligantes (MARTIN et al., 1990). Em soja os componentes predominantes em nédulos
jovens tém menor afinidade pelo O, que os predominantes em nodulos maduros
(FUCHSMAN & APPLEBY, 1979); em ervilha, resultados semelhantes foram obtidos
(UHEDA & SYONO, 1982). A sensibilidade dos componentes aos dxidos de nitrogénio
produzidos durante a fixacao de N, que sdo toxicos e oxidam a leghemoglobina tem
sido estudada (BECANA & KLUCAS, 1992).

A presenca de hemoglobina no reino vegetal deixou de ser restrita as
leguminosas apds o isolamento da hemoglobina dos nédulos de Parasponia (KORTT
et al. 1985) e de Casuvarina (FLEMING et al. 1987), noduladas por Bradyrhizobium e
Frankia, respectivamente. Seguindo esta descoberta, foi isolado o gene da
hemoglobina em raizes de plantas noduladas e ndo noduladas (BOGUZS et al.,
1988). A funcao da hemoglobina nas raizes esta em discussao e um possivel papel
sinalizador da disponibilidade de O, tem sido sugerido (WITTENBERG &
WITTENBERG, 1990). Do ponto de vista evolutivo, os genes da hemoglobina no
reino vegetal sao mais primitivos que os das hemoglobinas animais, porém a

conservacao da mesma estrutura tanto nos genes de raizes como de nddulos é
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indicativa de uma evolucdo vertical e descontinua entre as dicotiledoneas (APPLEBY
et al, 1990).

A amo0nia excretada pelo bacteridide, apds a agao da nitrogenase, € assimilada
no citiplasma da planta pela enzima glutamina sintetase (GS). Duas isoenzimas de
glutamina sintetase de nddulos foram identificadas (LEA, 1993, 1997). Apds a sintese
da glutamina, o nitrogénio fixado é transportado para as folhas como amidas e
wreideos. A nodulina-35 que é a segunda proteina solivel mais abundante do nddulo
de soja, tem sido encontrada como sendo a subunidade da uricase-II que catalisa a
conversdo do acido urico em alantoina (SUSUKI & VERMA, 1991). A enzima estd
presente nos peroxissomos de células ndo infectadas no nédulo.

A sacarose é a fonte principal de carbono fixado pela fotossintese e
transportado das folhas até os nddulos. A primeira enzima envolvida na formacao da
sacarose € chamada incorretamente de sacarose sintase, a qual converte sacarose
em frutose e UDP-glicose. As subunidades de sacarose sintase tem sido identificadas
como nodulina 100 de soja. O grupo heme livre causa uma dissociacao e inibicao da
enzima sacarose sintase e isto pode estar envolvido na regulacao do metabolismo de
carboidratos durante a senescéncia dos nédulos (THUMMLER & VERMA, 1987). Um
numero considerado de nodulinas podem estar também envolvidas na estrutura e
funcdo da membrana peribacteridide; isto esta discutido em detalhes por VERMA &
MIAO, 1992.

Trés principais componentes, baseados na estrutura da uréia, sdo conhecidos
por ocorrerem nas plantas, a saber, alantoina, acido alantoico e citrulina (LEA et al.
1990; SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991; LEA, 1993, 1997). A
alantoina e o acido alantodico sao quase 50-90% do nitrogénio organico no xilema de
muitas leguminosas tropicais (por exemplo em soja, caupi e feijao Phaseolus) (LEA et
al. 1990; SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991). Existe uma boa
evidéncia de que os ureideos sdo sintetizados como produtos do nitrogénio fixado
recentemente nos nddulos da raiz de leguminosas tropicais. Apos 10 minutos de

exposicdo dos nédulos de soja ao N, , 40% de radioatividade foi encontrada no
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acido alantdico. Em experimentos semelhantes com a caupi, os ureideos eram mais
de 90% do N no exudato do xilema, 2 horas apds exposicdo dos nédulos ao N,
(SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991).

O caminho da sintese do ureideo nos nddulos da raiz de leguminosas é longo
e complexo. A alantoina e o acido alantdico sdo derivados do monofosfato de purina
de inosina, que é sintetizado da ribose-5-fosfato e exige uma contribuicao de
nitrogénio da glutamina, aspartato e glicina (SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL
& PILBEAM, 1991). E essencial que, uma vez que a alantoina e o acido alantdico
alcancem a semente ou a raiz em desenvolvimento, eles sejam metabolizados a uma
fonte utilizavel de nitrogénio (SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM,
1991). Foi originalmente considerado que, seguindo a hidrdlise de alantoina para
acddo alantdico por alantoinase, o ureideo fosse separado para produzir duas
moléculas de uréia e glioxilato. O papel da uréia, contudo, e seu metabolismo
subsequente por urease para didxido de carbono e amdnia tém sido questionados e
um segundo caminho foi proposto. Neste caminho, os quatro atomos de nitrogénio
do acido alantodico sdo liberados como amonia, diretamente, sem a uréia como um
ntermediario. (SCHUBERT & BOLAND, 1990; MENGEL & PILBEAM, 1991, LEA, 1997).

Estd bem estabelecido que o bacteridide dos nddulos de leguminosas contém
todos os sistemas de enzimas necessarios para a redugdgo do N, a amonia
(ROBERTSON & FARNDEN, 1980). Essa fixagao do N2 no bacteridide é catalisada pela
enzima nitrogenase e requer energia obtida do metabolismo de carboidratos na
forma de um poder redutor e ATP. O esquema a seguir ilustra as principais reacdes

gue ocorrem dentro do nédulo, mostrando as interacoes entre as células da planta e
o bacteridide.
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Membrana Plasmética

= —ockdo Vascular

Extraido e adaptado de ROBERTSON & FARNDEN (1980)

Os bacteridides e a planta hospedeira sao perfeitamente interligados por meio
gos vasos do xilema e do floema e, portanto, totalmente integrados em termos
nutricionais. Desde o momento em que o Rhizobium é atraido e comega a se
muiltiplicar na rizosfera, ja existe uma dependéncia de um continuo fornecimento de
carboidratos pela planta hospedeira (VICENT, 1974). Durante os processos de
nfeccdo e desenvolvimento dos nddulos, energia é necessaria as divisoes celulares,
sendo obtida a partir da oxidagdo dos carboidratos produzidos na parte aérea da
planta hospedeira (NEVES, 1981).

O processo de fixacdo de nitrogénio também requer um suprimento continuo
de carboidratos que fornecem tanto a energia para a reducdo do nitrogénio quanto
os esqueletos de carbono necessarios a assimilacdo da amonia produzida (HUNGRIA
& NEVES, 1986 e ROBERTSON & FARNDEN, 1980). A importancia dos fotossintetatos
em regular a intensidade e periodicidade da fixacdo de nitrogénio ja foi ha muito
reconhecida (WILSON, 1940), e a interdependéncia entre os processos de

fotossintese e fixagao de nitrogénio ja foi demonstrada, indiretamente, através de
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mumeros experimentos de manipulagdao da planta e/ou seu ambiente (HUNGRIA &
NEVES, 1986).

Tratamentos que diminuem o fornecimento de fotossintetatos invariavelmente
decrescem a atividade dos nddulos, como por exemplo o sombreamento excessivo
(HALLIDAY & PATE, 1976; HUNGRIA et al., 1985) , desfolhamento (LAWN & BRUN,
1974; HALLIDAY & PATE, 1976), remocdo da parte aérea (MAGUE E BURRIS, 1972),
mibidor da fotossintese (BETHLENFALVAY et al, 1979), ou nddulos destacados
(MAGUE E BURRIS, 1972). Os tratamentos que incrementam a fotossintese também
aumentam a fixacdo do nitrogénio e a longevidade dos nddulos, como pode ser
demonstrada por HARDY et al. (1977) quando aumentando a pCO; verificaram um
aumento na fixagao bioldgica do nitrogénio.

QUEBEDEAUX et al. (1975), diminuindo a pO;, conseguiram 0S mMesmos
efeitos, utilizando iluminagcao suplementar. LAWN & BRUN, 1974, observaram
aumento na fixacdo, quando se fez enxertia de uma segunda parte aérea. Outros
experimentos mostram mudangas periddicas na fixacdo de nitrogénio, sendo esta
mais intensa durante o dia (MAGUE & BURRIS, 1972). A reducao na fixacao de
nitrogénio durante a noite foi atribuida ou a uma inibigao tipo “feed-back” da sintese
da nitrogenase causada pela amoénia que ndo pode ser assimilada por falta de
esqueletos de carbono (WONG & EVANS, 1971) ou a uma diminuicao na energia
total utilizavel na concentracdo de redutores nos bacteridides, essenciais para a
manutengao da atividade da nitrogenase (CHING et al.,, 1975).

Ja foi observado que a reducdo ou a eliminagao artificial dos frutos que
competem com os nddulos pelos fotoassimilados disponiveis incrementam a fixacao
de N, possivelmente por promover excedentes que sao desviados para os nodulos
(LAWN & BRUN, 1974). Entretanto os efeitos observados nem sempre podem ser
explicados em termos de competicao entre nddulos e frutos pelos fotossintetatos
produzidos (GORGOCENA et al, 1997). Em alguns experimentos, a remocao de
flores (EVANS, 1977) ou frutos diminuiram esses fotossintetatos, pelo menos

micialmente (BETHLENGALVAY et al, 1978). Em algumas leguminosas anuais as
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=@s mais altas de fixacdo de N, ocorrem durante o inicio da frutificacdo (MAGUE &
SURRIS, 1972; MINCHIN et al, 1982), quando também é observado um maior
acumulo de nitrogénio nas plantas.

De um modo geral, os nédulos mantém apenas uma pequena reserva de
compostos de carbono (MINCHIN & PATE, 1974) e, portanto, dependem
grandemente, para seu crescimento e funcionamento, dos fotossintetatos
correntemente translocados das folhas (ROBERTSON & FARNDEN, 1980) ou das
reservas de carboidratos remobilizados de outras regides da planta (TRINICK et al.,
1976). Os fotossintetatos chegam aos nodulos pelo floema na forma de sacarose,
como foi demonstrato por meio de estudos com *CO, (PATE, 1962) e andlises de
=audatos do floema (PATE, 1975).

A sacarose é o carboidrato mais abundante nos nodulos de soja e de
Phaseolus vulgaris (ANTONIW & SPRENT, 1978). Entretanto os bacteridides isolados
s20 incapazes de metabolizar essa forma de carbono, pois nao possuem invertase
(BERGENSEN, 1974), que esta presente exclusivamente no citosol da célula vegetal
(ROBERTSON & TAYLOR, 1973). Esses fatos sugerem suprimento de outros
compostos de carbono aos bacteridides . Apesar da sacarose ser considerada como
uma fonte primaria de carbono para o crescimento, respiracdo, manutencdo e
fxacao do nitrogénio, outros aclcares ocorrem nos nodulos, como por exemplo
glicose, inositol, arabinose e frutose (STREETER & BOSLER, 1976) e podem servir de
fonte de carbono para os bacteridides.

Ainda ndo esta esclarecida qual a via metabdlica para a glicose em operacao
no bacteridide, apesar de se saber que, em meio de cultura, as vias Entner-
Doudoroff, Embolem-Meyerhof e Pentose-Fosfato podem ser usadas, dependendo da
estirpe de Rhizobium (RAWSTHORNE et a/, 1980). Cada uma dessas vias difere na
guantidade de ATP e redutores produzidos. Alguns nddulos podem acumular
compostos de carbono como, por exemplo, o poli-B-hidroxibutirato (PHB), que é
acumulado nos bacteridides de soja (KLUCAS & EVANS, 1968) e que pode ser usado

para sustentar a fixagdo do nitrogénio quando o suprimento de fotossintetatos esta
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de algum modo restrito (KRETOVICH et al., 1977), podendo também servir de fonte
de esqueletos de carbono para a assimilagdo da aménia. Glicogénio e amido sao
outros compostos de reserva encontrados em nodulos (BERGENSEN, 1974) e ja foi
demonstrado que a quantidade de amido dos nodulos de ervilha (Pisun sativum) e
de caupi (Vigna unguiculata) diminuem durante a noite, sugerindo uma participacao
no metabolismo do nédulo (MINCHIN & PATE, 1974).

BERGENSEN & TURNER (1967), estudando suspensdes de bacteridides usando
“N, , conseguiram mostrar que a amdnia é o primeiro produto estavel da fixacdo de
nitrogénio pela nitrogenase e a matéria prima para a incorporagao do nitrogénio
fxado em compostos organicos. O glutamato foi o primeiro composto organico
marcado nesses experimentos iniciais (BERGENSEN & TURNER, 1967) e é aceito
como fornecedor primario de grupo amino para a sintese de outros aminoacidos
'BOLLAND et al, 1980). Ha duas possiveis vias metabolicas para a assimilacdo de
amonia em glutamato: a primeira envolvendo as enzimas glutamato desidrogenase e
glutamina sintetase (GDH/GS) e a segunda envolvendo a glutamina sintetase e
glutamato sintase (GS/GOGAT). A atividade de GDH nos nddulos é, em geral, muito
mais baixa que a da GOGAT (BOLLAND et a/,1980) o que indica a GS/GOGAT como
principal via metabdlica para a assimilacdo da amonia, o que é evidenciado, inclusive,
em estudos com N, de MEEKS et a/. 1978. Além disso, a GS tem a vantagem de
possuir uma constante de Michaelis (Km) para a amonia muito mais baixa que a GDH
'BOLLAND et al., 1980) e catalisa uma reagao irreversivel (BOLLAND et al., 1980).

Existem controvérsias quanto ao local da assimilacgdo da amoénia, com
mumeros trabalhos apontando ora para os bacteridides (KENNEDY et al., 1966), ora
o citosol (KLUCAS & BURRIS, 1966), o que levou BERGENSEN (1965) a sugerir que
bacteridides de diferentes espécies de Rhizobium diferem no grau de assimilacdo e
excrecao da amonia produzida. De fato, a amonia é excretada tanto por bacteridides
'BERGENSEN & TURNER, 1967) como por Rhizobium em cultura que fixa
mitrogénio, porém a proporcao de amonia excretada varia de acordo com a estirpe.
S0LLAND et al (1980), contudo, sugerem o citosol como sitio principal na

assimilagdo da amonia, uma vez que apenas as atividades da GS e GOGAT do citosol
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aumentam paralelamente com a atividade da nitrogenase e com a concentragao de
=ghemoglobina nos nodulos durante periodos de atividade crescentes, enquanto as

=nzimas dos bacteridides permanecem sempre em niveis constantes.

O glutamato e a glutamina sdo os aminoacidos primarios da fixacdo, mas o
mitrogénio também ¢é transportado para a parte aérea das plantas na forma de
2sparagina, aspartato e nas leguminosas tropicais principalmente na forma de
wreideos (ROBERTSON & FARNDEN, 1980, SCHUBERT, 1986). A asparagina é
sntetizada a partir de glutamato e glutamina na presenca de duas enzimas, a
aspartato amino transferase e a asparagina sintetase, cujas atividades sao intensas
mo citosol e ndo nos bacteridides (ROBERTSON & FARNDEN, 1980; SCHUBERT,
1986). Estudos com '*N, em Glicina max e Vigna unguiculata, mostraram que a
sntese de ureideos esta localizada nos nddulos (FUJIHARA & YAMAGUGHI, 1978). A
formacao de ureideos é indireta via "sintese de novo” e decomposicao de purinas, ja
gue a via alternativa através da condensacdo de uréia com acido glioxilico, foi
descartada por MATSUMOTO et al. (1977 a), baseados em estudos com **N; .

Ja foram evidenciadas nos nddulos as enzimas para dioxidacdo de purinas
TAJIMA et al, 1977) e com o uso de inibidores foi possivel confirmar que os
wreideos sdo formados por essa via através da " sintese de novo” de purinas
(FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1978), como posteriormente demonstrada pelos estudos
de AKTINS (1984), usando *C-glucose e '“C-acetato como precursores. Os ureideos
s20 sintetizados principalmente no citosol das células da planta hospedeira
(TRIPLETT et al, 1980), o que compreensivel uma vez que os aminoacidos

precursores das purinas sao sintetizados neste local (SCHUBERT, 1986).

Os produtos origindrios da fixagdo de nitrogénio ndo sdo acumulados pelos
nodulos (PATE, 1962). Embora a concentragdo de nitrogénio no tecido nodular seja

maior que no tecido radicular ou na parte aérea, o nitrogénio dos nddulos pode vir a

representar um maximo de 20% do nitrogénio total acumulado pela planta,
dependendo da fase de desenvolvimento (MINCHIN et al., 1980). Os produtos da
fxacdo do nitrogénio deixam os nddulos via xilema (OGHOGHORIE & PATE, 1972).
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Andlises da seiva do xilema e floema tém sido extensivamente empregadas no
estudo, em geral, do transporte de compostos nitrogenados em plantas (PATE,
1973). Os compostos exportados pelos nodulos sdo especificos e, geralmente,
envolvem substincias de baixo peso molecular, ricas em nitrogénio, tais como
ureideos, amidas, aminoacidos e pequenos peptideos, que possibilitem o transporte
de nitrogénio para a parte aérea, com um gasto minimo de carbono. Cada molécula
de ureideo transporta quatro atomos de nitrogénio, enquanto que cada amida
fransporta dois.

A relacdo C:N dos ureideos é baixa, o que confere a planta consideravel
economia em relacdo a quantidade de carbono que tem que ser reciclada através da
raiz (MINCHIN et al, 1980). Os ureideos tem a vantagem de uma relagéao C:N
unitaria, mas apresentam a desvantagem da baixa solubilidade e, de acordo com
SPRENT (1980), para transportar quantidades equivalentes de nitrogénio como
alantoina, ao invés de asparagina, sao necessarias 2,6 vezes mais agua, de modo a
ransportar os ureideos na forma de solugdo saturada. Para plantas de clima tropical,
2 baixa solubilidade dos ureideos pode ndo ser um problema, uma vez que o volume
de agua transportada pela corrente transpiratoria € muito grande. A concentracao de
ureideos na seiva do xilema de Wigna unguiculata diminue drasticamente durante as
horas mais quentes do dia, quando a transpiracdo € provavelmente muito alta,
apesar da atividade dos nddulos ter atingido valores maximos (NEVES, 1981; NEVES
& HUNGRIA, 1987) .

Para plantas de clima temperado, o transporte de ureideos nas concentragoes
normalmente encontradas na seiva de plantas tropicais torna-se dificil devido ndo so
2 baixa temperatura, com menor solubilidade dos ureideos, e com menor taxa de
franspiracdo nas plantas. A presenca de ureideos em concentragoes
significativamente altas na seiva de plantas noduladas de soja (Glicina max) e de
caupi (Vigna unguiculata) representa uma das maiores diferencas entre plantas
moduladas quando comparadas com plantas ndao noduladas utilizando nitrato
'MINCHIN et al., 1980). Esses compostos foram, entretanto, grandemente ignorados

nos estudos de transporte xilematico (SINHA et al.,, 1978), devido ao conceito
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estabelecido de que plantas que fixam nitrogénio empregam os mesmos solutos para
o transporte que plantas dependentes de nitrogénio mineral (PATE, 1977).

1.2.3.2 - Assimilacao e metabolismo do nitrato

Apos a absorcdo, o nitrato, é transportado para as partes em crescimento da
pianta. Por fim, o nitrogénio é armazenado na semente e, nas culturas
agrondmicamente importantes, como 0s cereais e as leguminosas, que s3ao de
consideravel valor comercial. A figura a seguir, mostra um resumo das rotas
smportantes do metabolismo do nitrogénio na planta (LEA,1993). Durante os ultimos
onco anos, tem havido avangos importantes na compreensao da regulacao de genes
wodificando para uma grande numero de enzimas envolvidas no metabolismo do
mitrogénio (LEA, 1997).

Extraido e adaptado de LEA, 1993

Os estudos sobre a absorcdo do nitrato tém tido obstaculos pela falta de um
adequado componente quimico radioativo. Tem-se feito tentativas usando **ClOs
NELSON et al, 1983 ABROL, 1990) e estudos com o isétopo *NOs foram bem
sucedidos (MACKOWN et al, 1983, ABROL, 1990), porém os dados podem estar
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mascarados pela presenca de um sistema de efluxo que transporta NO3 para fora
da raiz (ABROL, 1990).

Em plantas de cevada crescidas na presenca de nitrato, o influxo NO3
mostra cinéticas tipicas de Michaelis-Menten (ABROL, 1990; SIDDIQUI et a/.,1990 e
LEA, 1993). A taxa de absorcdo €, contudo, dependente da extensao do tratamento
prévio com nitrato, sugerindo que um sistema de transporte de nitrato € induzido
pelo nitrato. Nas plantas que nao foram previamente expostas ao nitrato, a taxa de
absorcdo é baixa, em baixa concentracdo de nitrato, mas acima de 0.2 mM a taxa de
absorcao aumenta linearmente (SIDDIQUI et a/,1990 e LEA, 1993). Os dados
sugerem que a absor¢ao do nitrato é levada a efeito por um sistema saturavel de
baixa concentragao e um sistema ndo saturavel de alta concentracdo. Somente um
sistema de baixa concentracdo é estimulado pelo nitrato (SIDDIQUI et a/,1990 e
LEA, 1993). Usando-se eletrodos ion-especificos, tem sido sugerido que ha um co-
transporte de NOs/H™ através do plasmalema das células da raiz do milho, e que o
nivel citoplasmadtico do nitrato é mantido relativamente constante pelo

armazenamento do nitrato no vacuolo (ZHEN et al., 1991).

O nitrato é reduzido para amoénia por um processo de 2 fases catalisado pelas
enzimas redutase do nitrato e redutase do nitrito (KEINHOFS & WARNER, 1990).

NOs + 2H" + 20 —» NO; + H;0
NO, + 8H" + 6e° — NH4' + 2H,0

O poder redutor para a reducao do nitrato é fornecida, em geral, pelo NADH,
enquanto que a ferrodoxina é necessaria para a transferéncia dos seis elétrons na
redugao do nitrito (LEA, 1993, 1997). A redugado do nitrato pode acontecer na raiz ou
nas partes aéreas, dependendo da espécie de planta, tempo de desenvolvimento ou
fornecimento de nitrato. Em geral, jda que a concentracac externa de nitrato

aumenta, a proporgao que é transportada a parte aérea para redugdo aumenta (LEA,
1993, 1997).
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A redutase do nitrito esta totalmente localizado no cloroplasto, ou plastidio da
raiz (LEA, 1993). Apesar de numerosas investigagoes, a localizacao da redutase de
nitrato no cloroplasto nunca foi confirmada (ABROL, 1990; LEA, 1993). A enzima esta
localizada no citoplasma, mas pode estar frouxamente ligada a membrana do
doroplasto durante o periodo de reducao do nitrato. Tal sistema permitiria um
transporte rapido de nitrito para o cloroplasto e impediria a formacao de metabdlitos
potencialmente tdxicos (ABROL, 1990; LEA, 1993).

A redutase do nitrato (RN) dependente de NADH, sendo composta por duas
sub-unidades idénticas de 110-115 kDa, cada uma contendo os grupos prostéticos
FAD, heme (citocromo bss;) e um cofator de molibdénio (SOLOMONSON & BARBER,
1989; LEA, 1993). Os elétrons fluem do NADH para o nitrato, conforme abaixo
indicado:

NADH — FAD — Citocromo bssy — Moco — Nitrato

A enzima pode também levar a uma série de reacOes parciais (p.exp. a
reducao do citocromo c), cujo papel fisioldgico ndo esta claro. Além do mais, a RN
também pode converter o clorato para o metabdlito clorito que € tdxico , uma reacdo
gue forma a base da agao do herbicida clorato (SOLOMONSON & BARBER, 1989;
LEA, 1993). A figura a seguir, representa um modelo catalitico de uma subunidade
da RN para as plantas superiores, conforme ABROL (1990).

Extraido e adaptado de ABROL (1990)

A RN recentemente, foi clonada de uma classe de plantas superiores e de

fungos. Comparagao da sequéncia completa do cDNA de Arabidopsis com outras
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wonhecidas sequéncias da proteina indicou que a RN é composta de trés campos ou
gdominios funcionais. Estes sdo: (a) ligacdo do FAD, (b) ligagdo de heme e (c) ligagao
do molibdénio, identificada por homologia a sulfito oxidase do figado do rato. Estes
dominios correspondem aos grupos prostéticos. Sequéncias gendmicas disponiveis
da RN de planta evidenciaram a presenca de trés "introns"' e quatro "exons" - os
tamanhos dos "introns" sendo muito diferentes (KEINHOFS & WARNER, 1990; LEA,
1993).

A regulacao da atividade da RN foi estudada em uma grande variedade de
plantas (WALLACE, 1987; CRAWFORD et al., 1988; ABROL, 1990). Como era de se
esperar, ha diferencas nas espécies, mas um claro padrao geral surgiu. Quando uma
planta é exposta ao nitrato, ha um aumento dramatico na atividade da RN e da
proteina tanto nas folhas, como nas raizes. A RN foi, de fato, uma das primeiras
enzimas para a qual a evidéncia clara da sintese "de novod' foi obtida nas plantas
superiores. A resposta parece ser dependente de um aumento de fluxo para dentro
do “pool” metabdlico do nitrato, mais do que do armazenamento do nitrato no
wacuolo (WALLACE, 1987; CRAWFORD et a/., 1988; ABROL, 1990).

A literatura tem sido, contudo, bem confusa com dificuldades sobre o tipo de
andlise utilizada e a instabilidade inerente da proteina, junto com a presenca de
enzimas ativas de protease (WALLACE, 1987; CRAWFORD ef a/., 1988; ABROL, 1990;
LEA, 1993). A situagao se tornou mais clara com a disponibilidade de investigacoes
@0 cDNA, permitindo detectar os niveis de mRNA de RN. Utilizando-se esses
procedimentos, o nitrato foi indicado para controlar a atividade da RN ja na
Fanscricao  (CRAWFORD et al, 1988; ABROL, 1990; LEA, 1993). A luz
provavelmente através da acdo do fitocromo, também desempenha um papel
mportante no estimulo da atividade da RN (WALLACE, 1987). Uma prova recente
sugere que existe um forte ritmo diurno no nivel do mRNA de RN, o qual antecipa o
micio do periodo da luz e assegura o maximo de atividade da RN durante o dia (LEA,
1993). Ha também um substancial volume de provas para indicar que a atividade da
=N pode ser regulada pelo fornecimento de carboidrato e de uma variedade de

m=guladores do crescimento e esta sujeita a inibicdo apds a aplicacdo de diversos




37

estresses ambientais (WALLACE, 1987; CRAWFORD et al., 1988; ABROL, 1990; LEA,
1993).

A redutase do nitrito dependente da ferredoxina (RNi) foi inicialmente
considerada como abrangendo uma sub-unidade de peso molecular de 60-64 KDa. O
polipeptidio contém um grupo prostético de siro-heme e um feixe de (4Fe-4S) em
seu local ativo. Ha alguma evidéncia que nos leva a sugerir que, para se utilizar a
ferredoxina reduzida como um substrato, a enzima completa exige uma segunda
sub-unidade de peso molecular 24 kDa (SOLOMONSON & BARBER, 1989; LEA,
1993).

Clones de cDNA da RNi foram caracterizados a partir do espinafre e do milho
(KEINHOFS & WARNER, 1990). O genes tém um codigo nuclear e uma segiéncia
sder de 32 aminoacidos esta presente, a qual é provavelmente o peptidio de transito,
gue facilita a entrada para o cloroplasto (KEINHOFS & WARNER, 1990). Ha uma
nomologia consideravel (86%) entre a sequéncia de aminodcidos das enzimas do
milho e do espinafre. A homologia, contudo, € menos aparente na sequéncia de
cDNA (66%), devido ao uso consistente no genes do milho de G/C na terceira
posicio da sequéncia (KEINHOFS & WARNER, 1990; LEA, 1993).

A RNi também é regulada pelo nitrato e pela luz, porém, os efeitos sdo menos
dramaticos do que os observados com a redutase do nitrato (RN) (KEINHOFS &
WARNER, 1990; LEA, 1993). O aumento na atividade da RNi tem sido indicado como
devido a sintese "de novo”da proteina, mas a atividade da enzima e a proteina estao
presentes mesmo na total auséncia do nitrato. A transcricdo do mRNA da RNi é
rapidamente induzida pelo nitrato, alcangando um maximo dentro de 5 horas e,
gdepois, declinando para um nivel mais baixo, mesmo na presenca continua do
mitrato. O mRNA da RNi parece ter vida curta com uma meia vida de 30 minutos.
Embora tenha sido sugerido que o nitrito também induza a sintese de mRNA da

2Ni, ndo esta claro, atualmente, se o nitrato ou o nitrito € a molécula ativa em
regular a transcricao (KEINHOFS & WARNER, 1990; LEA, 1993).
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O produto da assimilacdo do nitrato € a amonia. Foi originalmente suposto
gue a amoOnia era incorporada para a forma organica pela aminagao redutiva do 2-
oxoglutarato catalisado pela dehidrogenase do glutamato, como ocorre em células
animais. Entretanto, em plantas superiores, considera-se que a enzima funciona na
direcao do catabolismo do glutamato produzindo 2-oxoglutarato para 0 metabolismo
no ciclo do acido tricarboxilico (LEA et a/, 1990). Um conjunto substancial de provas
t=m sido formado para demonstrar que a glutamina sintetase (GS) é o Unico “porto”
de entrada da amonia dentro dos aminodacidos nas plantas superiores (LEA et al,
1990). A GS catalisa a conversao, dependente do ATP de glutamato para glutamina
(LEA et al, 1990; LEA, 1993, 1997). A enzima tem uma afinidade altissima pela
amodnia (Km 3-5 puM) e estd presente em todos os tecidos da planta (LEA et al,
1990).

A GS nativa das plantas superiores € uma proteina octamérica com massa
molecular de 350-400 kDa (FORDE & CULLIMORE, 1989; LEA et al, 1990). No
amanho e na estrutura quaternaria, assemelha-se fortemente a enzima isolada de
mamiferos, mas é distinta da enzima da bactéria que consiste de 12 sub-unidades
(LEA et al, 1990). Niveis extremamente altos da atividade da GS tém sido
detectados nos nodulos da raiz de plantas fixadoras de nitrogénio (FORDE &
CULLIMORE, 1989; LEA et al., 1990; LEA, 1993). No feijao Phaseolus vulgaris, a GS
do nodulo pode ser separado em isoenzimas denominadas GS,z € GS,2, sendo esta
utima muito semelhante a enzima da raiz ndo nodulada (FORD & CULLIMORE,
1989).

A andlise das sub-unidades individuais da GS demonstrou que existem trés
formas isoelétricas distintas no nddulo (denominado a, B € y) com uma massa
molecular de 43 kDa. Foi indicado que o GS,; € composto das sub-unidades g e v,
enquanto que a GS,> contém, principalmente, sub-unidades B . Nas folhas, duas
soenzimas principais foram isoladas e indicadas como localizadas no citoplasma

(GS;) e no cloroplasto (GS,), respectivamente. A proporcao das duas formas

soenzimicas pode variar com a planta estudada e é dependente do tempo de
desenvolvimento do tecido (FORD & CULLIMORE, 1989). O cloroplasto compreende
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uma sub-unidade maior de 4345 kDa designada &. O polipeptideo € sintetisado nos
ribossomas citoplasmaticos e transportados para dentro do cloroplasto depois da
remogao de um peptideo de 4-5 kDa (FORD & CULLIMORE, 1989, LEA, 1993).

Ja estda bem estabelecido em P. wvulgaris que a GS é codificada por uma
pequena familia de multigenes, e muito do que foi previamente descrito da estrutura
da sub-unidade, foi explicado a partir de seus genes (FORD & CULLIMORE, 1989).
Ha similaridade na sequéncia de aminoacidos relativamente alto (74%) entre o
doroplasto e as sequéncias citoplasmicas. Tem sido questionado que os dois genes
originam-se da duplicagdo de um gene nuclear pré-existente, seguida de
modificacbes. Desde que as cDNAs de GS, de duas dicotiledoneas estao mais
estreitamente associadas a GS, de cevada do que as sequéncias da GS; de
dicotiledoneas, parece que a duplicacdo e a divergéncia do gens ancestral da GS
precedeu a divergéncia de monocotiledoneas e dicotiledoneas (FORD & CULLIMORE,
1989; LEA, 1993).

A aparéncia da GS nos cloroplastos das folhas é aparentemente regulada pela
luz (CORUZZI, 1991). Nas folhas de trigo, a atividade da enzima aumenta com a
idade da folha (CORUZZI, 1991; LEA, 1993) e ha uma clara correlacdgo com a
capacidade fotossintética e fotorrespiratoria. Em ervilhas, o0 mRNA de GS; aumenta
cerca de 20 vezes mais, dentro de 72 horas de iluminacdo das partes aéreas
estioladas, enquanto que mRNA de GS; ndo é afetado (CORUZZI, 1991; LEA, 1993).
A atividade da GS da planta tem sido indicada aumentar varias vezes, durante a
nodulagao de muitas espécies de leguminosas. Este aumento ocorre, mais ou menos,
20 mesmo tempo em que a nitrogenase é expressada no bacteridide do Rhizobium e
2 leghemoglobina é produzida no citosol da célula da planta. O aumento no mRNA de
GS durante a nodulagao de P. vulgaris pode ser calculado por uma forte indugao do
gens gin-y (FORDE & CULLIMORE, 1989; LEA, 1993)
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A assimilagdo de amoénia nas plantas superiores ocorre, preferencialmente,
através do ciclo GS/GOGAT (glutamina sintetase/glutamato sintase). Esta segunda
enzima é responsavel pela transferéncia do grupo amido da glutamina para o 2-
oxoglutarato, a fim de produzir duas moléculas de glutamato (LEA ef a/, 1990; LEA,
1993, 1997). Duas formas diferentes de glutamato sintase estdao presentes nas
plantas superiores: uma utiliza ferredoxina reduzida como uma fonte redutora, e a
outra utiliza NADH (LEA et al, 1990; LEA, 1993, 1997). A operacao combinada da GS
e glutamato sintase na assimilacdo de amonia esta indicada no esquema a seguir.

perid WB = C,:

li"h mnh. n‘m l

Clorefila

Extraido e adaptado de LEA (1993).

Um ponto interessante que tem surgido firmemente nos estudos sobre o
metabolismo do nitrogénio nas plantas superiores é que a amonia é continuamente
formada, durante varios processos metabdlicos (MENGEL & PILBEAN, 1991; LEA,
1993).

Os grupos amino de todos os outros aminoacidos podem ser canalizados
através do glutamato, liberando 2-oxoacidos que podem ser metabolizados para
produgao de energia (MENGEL & PILBEAN, 1991; LEA, 1993). Esta claro que, depois
da entrada de nitrogénio como nitrato nas raizes, a amonia pode ser liberada em um
numero de ocasides diferentes, antes da deposicdo final de nitrogénio na proteina
armazenada da semente. Em cada ocasido a amonia é rapidamente reassimilada

gdentro da posicao amida da glutamina, catalisada pela enzima glutamina sintetase. A

maior parte do nitrogénio amidico € transferido para outros aminodacidos via
glutamato sintase, mas algum pode ser usado diretamente (MENGEL & PILBEAN,
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1991; LEA, 1993). A confirmacdo da importancia da reciclagem da amdnia foi obtida
pelo uso de inibidores especificos da glutamina sintetase, a sulfoximina metionina e
fosfinotricina. (LEA, 1991; LEA, 1993).

A evidéncia chave que diz respeito a importancia da fotorrespiracdo na
producdo de amoénia foi obtida usando-se mutantes das plantas C; onde falta ou a
glutamina sintetase cloroplastica (cevada) ou a glutamato sintase dependente de
ferredoxina (cevada, Arabidopsis e ervilha). Tais mutantes sao incapazes de assimilar
a amonia liberada durante a conversao de glicina para serina na fotorrespiracdo. As
plantas mostram sintomas rigorosos de estresse, quando expostas ao ar a 0,034%
de didxido de carbono, mas crescem normalmente no ar a 0.7% de didxido de
carbono, quando a fotorrespiragao € suprimida. O metabolismo das plantas tratadas
com fosfonotricina e deficientes de glutamina sintetase é notadamente semelhante e
apoia bem claramente a sugestao de que o caminho da fotorrespiracao (LEEGOOD,
1993) é quantitativamente, e em grau consideravel, o mais importante caminho
metabdlico necessitado de nitrogénio nas folhas das plantas Cs (LEA et al, 1990;
LEA, 1991; LEEGOOD, 1993; LEA, 1993). O NADPH e o ATP gerados pélos dois
fotossistemas da fotossintese, podem ser utilizadas para a sintese de uma grande
guantidade de outros compostos nitrogenados, tais como aminoacidos e lipidios
(LEEGOOD, 1993; LEA, 1993).

1.2.3.2.1 Regulagao da utilizagao de nitrato em plantas superiores

Em quase todas as plantas a Unica forma de RN é a enzima dependente de
NADH, que é substrato-induzivel. Outros tipos de RN, ativos com o NADH e o
NADPH, tem sido observados por BEEVERS & HEGEMAN, 1983. Isto tem sido
estudados mais extensivamente em folhas de soja (NELSON et a/., 1986), onde sua

sintese é constitutiva.

Visto que a redutase do nitrito (RNi) esta localizada no cloroplasto das folhas
{ou plastideos de raiz) e o NO; ndo se acumula, uma associacdo da redutase do
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nitrato(RN) com o cloroplasto € comumente considerada. A maioria dos estudos
sobre fracionamento celular tem indicado que a redutase do nitrato(RN) nao estava
presa a nenhuma organela da célula (LEECH & MURPHY, 1976). Um estudo
mmunocitoquimico do cotilédone de soja (VAUGHN et al, 1984) indicou que a
redutase do nitrato (RN) esta localizada no citosol, com altas concentragbes na

periferia da célula, e ainda, associada com o cloroplasto.

Estudos semelhantes com Neurospora (ROLDAN et al, 1982) mostraram que
2 redutase do nitrato estava localizada na regiao da plasmalema, parede celular e
tonoplasto, uma descoberta relevante para a observacao de que ha uma intima
relacdo entre a absorgao e a redugao do nitrato em tecidos de raizes. As vesiculas
contendo nitrato, detectadas no citosol de cotilédones de soja (VAUGHN & DUKE,
1981), poderiam transportar este ion para os plastideos, para posterior reducdo. O
esguema a seguir mostra as principais inter-relacoes entre fotossintese
{doroplastos), respiracdo (mitocondrios), mobilizacdo de NO'3 (xilema e vacuolos) e

assimilagao de nitrato em folhas de plantas superiores.
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Extraido e adaptado de WALLACE (1987).

Usando anticorpos especificos para redutase do nitrato (RN) tem sido

confirmado para folha de cevada (SOMERS et al,, 1983) e para cotilédone de pepino
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(ULITZSCH & SCHIEMANN, 1984) que a proteina redutase do nitrato ndo esta
présente na auséncia de NOs . Aumentos na atividade da redutase do nitrato,
induzidos por nitrato, igualou a sintese da enzima. Quando o fornecimento de NOs’
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
degradacao da enzima foi detectado. CAMPBELL & REMMLER(1986), melhorando os
procedimentos imunoquimicos para a anadlise da proteina redutase do nitrato,

estudaram mudancgas da enzima foliar apds transferir da luz para o escuro.

O estudo de ZIELKE & FILNER (1971), com cultura de células de tabaco,
indicaram que a redutase do nitrato possue uma taxa constante de degradacao,
independentemente de qualquer forma de sintese da enzima que esteja ocorrendo.
Assim, a quantidade de redutase de nitrato reflete 0 excesso de sua sintese sobre a
degradacao. A instabilidade /in vivo da redutase do nitrato esta correlacionada com a
sua suscetibilidade a protedlise in vitro . Uma endopeptidase serinica dependente de
tiol, que promove uma protedlise inicial limitada de redutase do nitrato, foi
caracterizada (WALLACE & OAKS, 1986). A redutase do nitrato, parece ter sitios
proteoliticamente sensitivos, que poderiam ser expostos por mudangas
conformacionais. O NOs" ou o0 NADH n3o alteram a sensibilidade da redutase do
nitrato ao ataque da endopeptidase referida acima, mesmo que o NOs tenha
mostrado reduzir /n vivo o declinio da redutase do nitrato de folhas e raizes de milho
(ASLAM & OAKS, 1976).

A remogao do nitrato externo resulta numa rapida interrupcao da reducdo do
NOs'(1 hora) nos tecidos das plantas, mesmo com o NOs enddgeno ainda presente
(FERRARI et a/.,1973). WALLACE (1987) observou que ha dois pools de NOs ; um
pequeno, denominado como um pool metabdlico (citosdlico) que determina a
atividade da redutase do nitrato e um inacessivel ou poo/ de armazenamento
(vacuolar). Varias tentativas tém sido feitas para estabelecer o tamanho do poo/
metabolico, mas tais estudos ndo mostram que a acumulacdo de nitrito (NO2") sob

anaerobiose (redutase do nitrito inibida), como proposto por FERRARI et a/., 1973, é

um indicativo confiavel da quantidade de NOs" no pool/ metabdlico.




Contudo, dados evidentes ndao tem sido estabelecidos sobre o tamanho do
pool metabolico de NOs . ASLAM et al., 1976, demonstraram que: (1) Existe uma
correlacdo entre o tamanho do poo/ metabolico e a atividade de redutase do nitrato;
(2) a absor¢do a partir do meio externo para o pool metabolico é estimulado por
glicose na raiz e por luz e/ou glicose na folha; (3) o acesso do NOs3 do poo/ de
armazenamento para o pool metabolico na folha é influenciado pela luz, mas nao por
glicose. O nivel de nitrato (NO3) no pool metabolico também controla a taxa de
sintese da redutase do nitrato. Inducdo otima da sintese é obtida com niveis
relativamente baixos de nitrato (BARNEIX et al. 1984), mas o aumento na atividade
da redutase de nitrato continua apds a taxa maxima de reducao do nitrato ter sido
obtida (CHANTAROTWONG et al,, 1976). Niveis altos de nitrato, que tem também
um pequeno ou insignificante efeito sobre a inducao da redutase de nitrato,
aumentam a atividade “steady-state” da enzima (WALLACE, 1986).

A absorcao liquida do nitrato para dentro das raizes é o balanco do influxo
sobre o efluxo (MORGAN et al., 1973). Tem sido proposto por MACKOWN et al.
(1983), que existem dois tipos pool de armazenamento de nitrato (NO3") na raiz, um
associado com a translocacgao para o xilema e o outro ligado ao efluxo a partir da raiz
e possivelmente reducao subsequente. A reducao do nitrato (NO3") esta intimamente
associada com a sua absor¢ao para dentro da célula da raiz; ocorrendo também
durante ou imediatamente a sua passagem pela plasmalema (MACKOWN et a/.,,1983
e MORGAN et al., 1985). A absorgao e reducao nao sao obrigatoriamente processos
acoplados (MORGAN et al., 1985) como originalmente proposto por BUTZ &
JACKSON (1977). Em tecido de raiz, parece existir uma restricao a redugao de nitrato
enddgeno, quando o nitrato do ambiente estd sendo utilizado. Além disso, tem sido
proposto que o nitrato enddgeno é somente reduzido apds o efluxo e a reabsor¢ao
do mesmo pela raiz. Esta reciclagem de nitrato enddgeno garante que ele é somente

reduzido quando outras fontes sao indisponiveis (WALLACE, 1987).

SHANER & BOYER (1976 a e b) demonstraram que o fluxo de nitrato para as
folhas de milho tem uma grande influéncia na atividade da redutase do nitrato. O

fluxo de nitrato na corrente transpiratdria foi de 150 umol.h.g"* MS comparado com
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10 umol.ht.g MS, estocado no vactolo. Assim, quando o fluxo de nitrato para a
folha foi reduzido, houve um rapido e correpondente decréscimo da atividade de
redutase do nitrato. A atividade da redutase do nitrato na folha de milho estava em
excesso, mais do que o requerido para reduzir o nitrato disponivel. A entrada de
mitrato seria rapidamente reduzida e o tamanho do poo/ metabdlico controlado pelo
Suxo para a célula da folha. Em plantas de girassol, transferidas para local de baixa
Juminacao, o decréscimo da atividade da redutase do nitrato nas folhas estava
correlacionado com a diminuicdo do fluxo de nitrato para a parte aérea
[UDAYAKUMAR et al. 1981).

A atividade da redutase do nitrato medida por ensaio in vivo pode ser
acentuada pela adicao de glicealdeido-3-fosfato ou outro acido organico do ciclo de
¥rebs (BEEVERS & HAGEMAN, 1983). A utilizacdo desses substratos no tecido gera
NADH e um aumento acentuado da atividade da redutase do nitrato, mostrando que
2 redutase do nitrato é limitada pela disponibilidade de NADH. Contudo, DRY et al.
11986) chamaram a atencao que as condicOes anaerdbicas escuras, usadas no
ensaio /n vivo para redutase do nitrato, nao podem refletir adequadamente o
metabolismo na luz e em condigbes aerdbicas. Medidas da atividade da redutase de
mitrato /n vivo tem mostrado, com excegbes de algumas leguminosas, que a RN é
principalmente encontrada em folhas (WALLACE, 1987). CAMPBELL & REMMLER
11986), usando um procedimento imunoquimico, estimaram o contetdo da redutase
ge nitrato de folhas de milho foi 10 vezes maior que em raizes, sendo a mesma
encontrada em leguminosas da tribo Viciae e Lupin (WALLACE, 1986).

A reducdo de NAD* no citosol poderia estar ligada a lancadeiras de
metabdlicos do cloroplasto ou da mitocondria. Estes pontos de vista, sdo revisados
por ABROL et al., (1983), enquanto NAIK & NICHOLAS (1986) tém discutido a
evidéncia de um elo entre o metabolismo do malato e a assimilacdo do nitato. DRY
& al. (1986) argumentaram que nOS ensaios anaerobicos escuros usados, a
probabilidade da redutase do nitrato de usar o NADH mitocondrial € aumentada.
Estes pesquisadores, também demonstraram que enquanto a reducdo do NAD®

ocorre na mitocondria, na luz , por oxidacdo da glicina na fotorrespiracdo, uma
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guantidade equivalente de NADH é requerida para a redugao do hidroxipiruvato no
peroxissomo. Este passo da taxa de fotorrespiracao sendo consideravelmente mais
significante do que a assimilagao do nitrato. Assim, em competicao com o ciclo da
fotorrespiracao, o acesso da redutase do nitrato aos equivalentes redutores da
mitocondria seria limitado. DRY et al. (1986) concluiram que o NADH requerido para
2 reducdo do nitrato é mais apropriado para ser suprido pela glicealdeido-3-fosfato
gdesidrogenase, utilizando trioses fosfatos exportado do cloroplasto. Contudo, a
disponibilidade de trioses fosfatos nas folhas dependera da taxa de sintese de amido

£ sacarose.

Importantes contribuigdes para o estudo da assimilacao e particao do nitrato
nas plantas sdo os trabalhos utilizando o *>N-NOs™ (WALLACE, 1987). Em 1 hora apds
o suprimento de '°N-NOs para as raizes milho do mitdo, milho e soja, 63-76% do
“N reduzido achado na planta, na luz, foi na parte aérea. A assimilagio de nitrato
da raiz, continuou no escuro com a mesma taxa que na luz (WALLACE, 1987)
enquanto que na parte aérea, em 27-42% da taxa na luz. No periodo experimental
de 1 hora, ndo seria de se esperar, significante retranslocacio de N reduzido,
especialmente da parte aérea para a raiz. A andlise do exudato de soja, mostrou que
somente 7-9% do N alcanca o xilema, sendo reduzido na raiz (WALLACE, 1987).

Apesar da energia predominante da assimilacdao de nitrato da folha esta ligada
2 fotossintese (SCHRADER & THOMAS, 1981), uma taxa significante de reducdo
ocorre no escuro e também, na raiz . O nivel dessa assimilacdo no escuro depende,
argamente, das reservas de carboidratos da planta . KOW et a/. (1982) tém descrito
um mecanismo para o suprimento de equivalentes redutores para a reducao do NO;,
no escuro, nos cloroplastos. Muitas observagdes tém sido feitas sobre as flutuagoes

diurna da atividade da redutase do nitrato. Estas podem ser largamente explicadas

por alteragdes no fluxo de nitrato para a parte aérea e a disponibilidade de
carboidratos, mas outros fatores, tal como o fitocromo (DUKE & DUKE, 1984),
podem exercer algum papel. Fitohormonios poderiam ter uma influéncia indireta pelo |
seu efeito na particao do carbono na planta (CRAFTS-BRANDNER et al,, 1983).
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REMMLER & CAMPBELL (1986) demonstraram que, em folhas de milho
wransferidos para o escuro, houve um decréscimo de 30% na atividade da redutase
do nitrato dessas folhas, em 1 hora. Nenhuma mudanca ocorreu na quantidade da
proteina redutase do nitrato ou na disponibilidade de carboidratos. Um inibidor da
proteina redutase do nitrato (massa molecular de 31 KDa) em folhas de soja, foi
mnativado na luz (JOLLY & TOLBERT, 1978), enquanto LEONG & SHEN (1982)
demonstraram que um inibidor da proteina redutase do nitrato na parte aérea de
arroz, foi induzido no escuro. LILLO & HENRIKSEN (1984), acharam que a redutase
go nitrato, em folhas de cevada, foi rapidamente convertida a uma forma mais ativa,
mas menos estavel na luz. Em contraste, JONES & MHUIMHNEACHAIN (1985)
observaram que, em folhas de trigo, altas atividades da redutase do nitrato na luz

foram correlacionadas com o decréscimo instavel em extratos brutos.

SHERRARD et al (1979) encontraram que o aumento na atividade da
redutase do nitrato em presenca de luz, se correlacionava com a diminuicdo no nivel
do inibidor da proteina redutase do nitrato e com o aumento na atividade de duas
moléculas protetoras de redutase do nitrato. A completa significancia destes
protetores de redutase do nitrato, ndao é entendido (WALLACE & OAKS, 1986),
embora a ligacao do inibidor para redutase do nitrato de arroz tenha sido
demonstrato (SOLOMONSON et al, 1984 b). Fatores metabdlicos e fisioldgicos
podem apenas explicar parcialmente as flutuacdes na atividade da redutase do
nitrato durante o dia. Mudangas na quantidade da redutase do nitrato também
ocorrem, presumivelmente, devido as alteracbes na taxa de sintese (WALLACE,
1987).

1.2.3.3 Fixagao do nitrogénio e o déficit hidrico

Crescem as evidéncias de que a fixacdo do nitrogénio é mais sensivel ao
estresse do que a absorcao do nitrogénio mineral (HABISH & MAHDI, 1976). Apesar
disso, os efeitos da seca sobre a fixagao do nitrogénio foram mais do que
megligenciados até poucos anos atras. A literatura sobre as plantas superiores, até

1975, foi revista por SPRENT (1976). Desde entdao, mais informagbes se tornaram




48

disponiveis sobre os efeitos da umidade do solo sobre rhizobium spp., infeccao dos
pelos da raiz da leguminosa, e nos varios aspectos da fixacdo do nitrogénio pelos
Squens. Nenhum dos trabalhos publicados considera os mecanismos de resisténcia,

dos sistemas de fixacdo do nitrogénio, a seca em si (SPRENT, 1981).

Tem sido investigado o efeito da falta de agua em plantas leguminosas,
especificamente em feijoes com relagdo a sua capacidade de fixar N2 (SPRENT, 1972
2). Em soja, o decréscimo da atividade da nitrogenase foi relacionada a diminuicdo
da capacidade de energia dos nddulos (PETTERSON et al., 1979) e as mudangas nas
medidas do pool de fotossintetatos (FINN & BRUN, 1980). Porém, o declinio na
atividade de fixagao de N, durante o estresse nao pareceu correlacionado com a
disponibilidade de carboidrato, visto que um grande acumulo de sacarose foi
encontrado em nodulos estressados de soja (FELLOWS et al., 1987).

Por outro lado, o estresse hidrico induziu um declinio de 5% na fotossintese
&m soja, enquanto a reducdo do C;H, do nddulo mostrou um decréscimo de 70%
'DURANT et al, 1987), mostrando o envolvimento de outros mecanismos na
@minuicdo da fixacao do N, . Assim, a possibilidade de um aumento na resisténcia a
@fusdo de O, do cortex do nddulo para o tecido central tem sido proposto (DURANT
ef al, 1987 e GUERIN et al, 1990). Pouca informacao esta disponivel no que
oncerne ao efeito do déficit de agua sobre os bacteridides (PANKHURST & SPRENT,
1975 e GUERIN et al., 1990).

A capacidade de sobrevivéncia e multiplicagdo dos rhizobium de vida livre no
solo é claramente um pré-requisito para a fixagdo do nitrogénio. As espécies de
mizobium s3ao frequientemente classificadas com base em sua capacidade de crescer
rapidamente, ou vagarosamente, no meio de extrato de fungo. As espécies que
orescem rapido, as quais infectam as ervilhas, feijoes (tipos Vicia e Phaseolus) e
T=v0s, sa0 menos capazes de sobreviver em solos secos do que as espécies que
orescem devagar, as quais infectam os feijoes de soja e as lupinias. Ao investigarem
2s razbes para isto, BUSHBY E MARSALL (1977) nao puderam achar nenhuma

diferenca na permeabilidade a agua.
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O grupo de crescimento lento, no entanto, retinha muito menos agua do que
2 grupo, suscetivel de equilibrio, de crescimento rapido no solo seco. Foi concluido
aue as espécies de crescimento rapido possuem uma afinidade maior com a agua do
aue as espécies de crescimento lento, como uma conseqiiéncia de terem mais
energia disponivel para a absorcdo de agua (SPRENT, 1981). Foi sugerido que (i) o
=quilibrio do conteudo interno de agua dos rhizbium de crescimento lento no solo
s=co é suficientemente baixo para capacita-los a sobreviverem a desidratacdo, por
%=rem uma taxa metabdlica muito baixa, e (ii) as rhizobias de crescimento rapido nao
=m um conteldo de agua com equilibrio suficientemente baixo e sdo, entdo,

prejudicados.

WORRALL & ROUGHLEY (1976) nao encontraram nenhum efeito do estresse
Sudrico sobre as populacoes de rhizobium na rhizosfera das plantagdes de T7rifolium
subterraneum inoculadas e concluiram que os efeitos do estresse sobre a infeccao e
2 nodulacdo estavam relacionados com a fisiologia do pélo da raiz. Uma diminuicdo
ma umidade do solo de 5,5 para 3,5 % resultou em pélos pequenos e grossos, mais
@0 que os normais, longos e finos. Os pélos parcialmente crescidos retomaram o
wrescimento na reirrigagdo e somente os pélos da raiz que cresciam normalmente
Soram capazes de ser infectados com os rhizobium. Uma vez que a falha na
modulacdo em solo seco pode ser uma ocorréncia comum ( HABISH & MAHDI, 1976),
wma procura por plantas que possam desenvolver os pélos da raiz em potenciais
Seixos de agua poderia ser vantajosa. Esta caracteristica poderia ser também
acompanhada de um habito de enraizamento profundo, uma adaptacdo conhecida
&m algumas leguminosas de regides aridas e semi-aridas, embora tais plantas nao
s=lam sempre encontradas como naturalmente bem noduladas (por exemplo,
Trigonella arabica) (HELY & OFER, 1972).

Em seguida a infeccdo pelos rhizobium, os nddulos sdo induzidos para se
Srmarem no cortex da raiz. O padrao geral parece ser semelhante em todas as
especies estudadas, mas ha diferencas em detalhes que podem ser significativas na
m=sisténcia a seca. Estas diferencas sao relativas ao diametro da raiz e a posicdo no

mortex (superficial ou profundamente enterrado) onde a atividade meristematica
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momeca. As raizes de diametro pequeno (cerca de 1mm ou menos), COMO Sao
encontradas no trevo branco ( 7rifolium repens), e as raizes laterais de leguminosas,
%=is como a Vidia faba, tém cortex que possuem largura apenas de cerca de 6-12
w=lulas, enquanto que as raizes jovens de Vicia faba, por exemplo, tém de 3-5 mm
. g diametro e tém cortex largos, com muitas células. Na Vicia faba, os nodulos se
=evam muito perto da endoderme e podem nao emergir por 2-3 semanas,
@ependendo das condigoes ambientais.

GALLACHER & SPRENT (1978) acharam que um ambiente com limitagao de
2gua parava o desenvolvimento dos nddulos da Vicia faba, os quais tinham sido
imiciados previamente com pleno fornecimento de agua. Em troca de um suprimento
adeguado de agua, esses nddulos retomavam o crescimento. Nao ha dados
correspondentes disponiveis para mais nddulos formados superficialmente, porém é
possivel que os ndodulos de origem profunda sejam mais capazes de resistir a
periodos de estresse hidrico. Os nddulos sdo classificados em dois grandes grupos,
ndeterminados, (as vezes ramificados), os quais tém um meristema apical e sao,
mormalmente, de uma relativa longa vida (de algumas semanas a indefinidamente),
e esféricos determinados, os quais possuem um meristema ndo persistente e uma
selativa vida curta (poucas semanas). Os nddulos de T7rifolium spp. (trevo), e de
Asum sativum (ervilha) sao exemplos do primeiro grupo; os de Glycine max (soja),
Phaseolus vulgaris (feijao) e Vigna unguiculata (caupi) sao exemplos do segundo

{SPRENT, 1981).

As observacbes sobre trevo branco (7rifolium repens ) (ENGIN & SPRENT,
1973) e Vicia faba (SPRENT, 1972 b) mostraram que os nddulos com um meristema
persistente podem retomar o crescimento apds um rigoroso estresse hidrico,
enquanto que o tipo determinado (soja) pode ser irreversivelmente prejudicado por
um estresse equivalente (SPRENT, 1971, 1972 a). Esta resisténcia pode ocorrer pelo
%2to de que as células do meristema sdo ndo vacuoladas. Mesmo nos nodulos
suscetiveis da soja, as Ultimas células a mostrar sinais de dano ultra-estrutural sdo as
m2o-vacuoladas. WAHAB & ZAHRAN (1979) confirmaram esses achados e os

estenderam para a ervilha e o caupi. Se os nddulos do tipo esférico sao estressados
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aém do ponto de recuperacdo, eles podem murchar ou ter o crescimento
nterrompido; em qualquer dos casos, a planta tem de produzir um novo produto de
nodulos em troca de fornecimento de agua adequado. Isto pode ser uma vantagem
ou uma desvantagem, dependendo das condicOes. Raiz renovada e crescimento de
nodulo poderiam ocorrer numa camada de solo diferente, a qual pode ser menos
afetada por periodos de estresse subsequentes. Por outro lado, a produgao de novos
modulos pode reduzir bastante as reservas da planta, como foi demonstrado
daramente para a caupi, durante a recuperagao ao estresse de alagamento. Quando
0 excesso de agua é retirado, grande parte das reservas da planta sao dierecionadas
2 producdo do nodulo que cresce temporariamente e cessa quando 0s novos nodulos
comegam a fixar nitrogénio (HONG et al., 1977).

As exigéncias de um noddulo efetivo sdo complexas; a agua € a maior, nao
apenas para manter a turgescéncia da célula, como também para transportar
substancias para dentro e para fora dos nodulos. Embora muito da dgua necessaria
s=ja obtida diretamente do solo ou do sistema radicular, via xilema, uma quantidade
significativa pode chegar como compostos de carbono via floema. MINCHIN & PATE
11973) avaliaram que dos 0,35ml de agua necessarios pelos nddulos de ervilha para
- &xportar 1mg do N fixado, quase metade pode ser fornecida via floema. Assim,
gualquer limitacdo da translocacao poderia afetar a fisiologia do nddulo, reduzindo os
formecimentos essenciais tanto dos componentes organicos, como de agua. Os
wompostos de carbono s3o necessarios como recipientes da amonia produzida pela
reducdo do nitrogénio e, como em qualquer sistema vivo, isto esta inevitavelmente
combinado com os problemas de perda de agua. Tanto o Phaseolus vulgaris como a
Gydne max tém nddulos determinados, que carecem de células de transferéncia

[SPRENT, 1981).

PATE (1976) discutiu o problema de se fazer comparagdes entre as plantas,
oujos nodulos tém células de transferéncia e aquelas que nao os tém, por causa de
mumeras outras diferencas que também ocorrem. As seguintes propostas, as quais

520 experiéncias anatomicas e fisiologicas, sugerem que a presenca ou a auséncia de

c=lulas de transferéncia podem estar ligadas com diferencas fundamentais nos
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sistemas de transporte de nddulos determinados e indeterminados. Nos nédulos com
meristemas apicais, 0 crescimento continua por um tempo consideravel, juntamente
com a extensdo do sistema vascular, o qual permanece descontinuo por toda parte
(SPRENT, 1981). Em um determinado nddulo maduro, os vestigios vasculares se
misturam no apice (FRASER, 1942). Entdo, um sistema vascular fechado é formado,
o qual pode ser considerado uma alga ramificada do tecido vascular da raiz oposta
(SPRENT, 1981).

Em ambos os tipos de nodulos, a agua pode passar através do sistema
vascular ao longo do potencial de agua estabelecido entre os multiplos locais de
juncao, onde o sistema vascular do nédulo se une com o da raiz. A proporgao do
fluxo transpiratorio ao longo da raiz, o qual passa através do nodulo, dependera de
resisténcias relativas ao fluxo no xilema da raiz e no xilema do nddulo, entre os
locais de entrada e saida. O fluxo transpiratorio através do xilema do nodulo sera
também fortemente influenciado pela absorcao direta, pelo nodulo, da agua do solo
grcundante e pelo movimento, através do nddulo, da agua do solo circundante. A
importancia relativa deste caminho dependera da quantidade da umidade do solo em
volta do ndédulo, da area de superficie do nodulo, da permeabilidade da epiderme do
nodulo, dos potenciais de agua e das resisténcias ao fluxo (SPRENT, 1981).

Quando o solo circundante do nddulo estd seco, um fluxo intermitente de
2gua vinda do nddulo também é possivel. Durante o dia, quando a planta esta
transpirando, a agua sera retirada pelo nédulo e o potencial de agua do nddulo caira.
A noite, na auséncia da transpiracdo, e com o re-estabelecimento do equilibrio da
2gua no solo e no sistema radicular, a agua fluira de volta para o nédulo e elevara o
potencial de agua. Este modelo permite o fluxo de um pequeno volume de agua uma
vez ao dia, mas as flutuacbes na pressao ou transpiracdao da raiz poderiam resultar
em fluxos intermitentes mais fregliientes. Em cada um desses possiveis mecanismos,

2 exportagao, via xilema, é intermediada pelo fluxo transpiratdrio e a evidéncia

considerada acima é consistente com isto (SPRENT, 1981).
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Uma resisténcia maior ao movimento da agua, através do noddulo
moeterminado, poderia sujeitar o sistema de transporte a restricdes tanto no espaco
“gentro de elementos diferentes do xilema) como no tempo (separacao de periodos
2= importacdo e exportacdao) ou ambos. Essas restricdes poderiam levar a exigéncias
gera (i) um sistema particularmente eficiente de carga e descarga, necessitando da
Srmacdo de células de transferéncia, ou (ii) a exportacdo de produtos altamente
soliveis, os quais amortecem contra flutuacbes na taxa de transpiracdo. No
momento, ndo é possivel dizer se o tipo de nddulo determinado ou indeterminado é
2 mais resistente ao estresse. Pode ser significativo, porém, que o desenho
geterminado € o mais comum em leguminosas cuja origem tem base em regides
Topicais ou sub-tropicais (SPRENT, 1981).

PATE et al. (1969) reportaram que os nodulos da Vicia faba exportam
asparagina de maneira concentrada e altamente seletiva, proximo aos limites de sua
solubilidade. A chave para esta eficiéncia, pode residir na existéncia de abundantes
c=lulas vasculares de transferéncia. MINCHIN & PATE (1973), trabalhando com
Ssum sativum, que tem nodulos geralmente semelhantes na estrutura aos da Vicia
&ba, demonstraram que a concentracdo de materiais nitrogenados nos nodulos
estava associada com a taxa de transpiracao. Quando as taxas de transpiracao eram
atas, os compostos nitrogenados eram livremente transportados para fora dos
modulos; quando elas estavam baixas, eles se acumulavam. Posteriormente, PATE
11976), concluiu que os nddulos normalmente se ajustavam a largas variagbes no
potencial de agua da planta hospedeira (taxa de transpiracao) e podiam, também,
ser capazes de exibir uma adaptabilidade maior, durante periodos de estresse
ambiental (SPRENT, 1981). Esta adaptabilidade exige que o produto nitrogenado de
exportacdo do nddulo seja suficientemente sollivel para que ele permaneca em
solucdo (SPRENT, 1981).

A Alantoina e o acido alantdico s3o os principais compostos nitrogenados
exportados pelos nddulos e sdo muito mais econdmicos com relagdo ao carbono do
gue as amidas e aminodcidos (asparagina, glutamina e citrulinas). Isto poderia

facilmente impor uma restricdo de transporte sob condigbes de estresse da seca.
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Tantos estes componentes como as amidas sao transportados pelo Phaseolus
wulgaris (PATE, 1971) e Glicinia max (TAJIMA et al, 1977, ANTONIW & SPRENT,
1978; PATE, 1971). Seria interessante saber se o equilibrio entre os dois tipos de
componentes exportados varia com o estresse hidrico ou com a temperatura
(SPRENT, 1981).

Ha muita evidéncia de que os fornecimentos fotossintéticos podem limitar a
atividade do ndédulo (HARDY & HAVELKA, 1976). Em geral, a situacao pode se tornar
muito mais aguda nas espécies anuais do que nas espécies perenes, desde que estas
utimas tendem a possuir maiores reservas de carboidrato. A soja parece ser uma
das espécies mais sensiveis neste sentido. HUANG et al. (1975) concluiram que todos
os efeitos do estresse da seca sobre a fixacdo do nitrogénio nestas espécies
poderiam ser explicadas na base da reduzida fixacao do carbono, mas TU &
HIETKAMP (1977) consideraram que os efeitos diretos sobre os nodulos também
eram operantes. Nao pode haver duvida de que, mais cedo ou mais tarde, uma
reducao na fixagao do carbono afetara a atividade do nédulo (SPRENT, 1981).

A resisténcia ao estresse hidrico, provavelmente, se baseia no armazenamento
do fotossintetato no nddulo. Mesmo as espécies anuais variam consideravelmente
em sua dependéncia dos fornecimentos do fotossintetato recentemente fixado, como
£ provado pelas (i) variacdes na extensao das flutuacoes diurnas em atividade, e (ii)
variagbes na taxa pela qual a atividade do nddulo cai, apds o inicio da senescéncia
(SPRENT, 1981). As leguminosas forrageiras, geralmente adaptadas as condigbes de
seca, provavelmente mostrarao efeitos menores de estresse da agua sobre a fixacao
do nitrogénio do que aquelas que ndo estdo bem adaptadas. Por exemplo, o cultivar
de terra seca da Medicago sativa, foi capaz de crescer, transpirar e fixar nitrogénio
(reduzir acetileno) com potenciais mais baixos de agua do que o cultivar "Aragon”. A
recuperagao do estresse foi também mais rapida no cultivar adaptado da terra seca
(APARICO-TEJO et al., 1980).

Mesmo que um pleno fornecimento de fotossintetato seja disponivel, a
respiracao eficiente no nédulo é necessaria para gerar ATPs, importantes em todo o



55

processo da fixagao do nitrogénio. SPRENT (1976) discutiu os efeitos concomitantes
do estresse hidrico sobre a fixagdo do nitrogénio e a respiracdo do nddulo. Pelo
menos, julga-se que uma parte destes efeitos tem por base um aumento da seca,
como barreira a difusdo do oxigénio nos nodulos. Na soja (SPRENT & GALLACHER,
1976), mas nao na Vicia faba (SPRENT, 1981), o estresse causou uma transferéncia
de caminho respiratdrio para produgao de etanol. Uma outra diferenga entre o tipo
determinado (soja) e o indeterminado de nddulo (Vicia) € que o primeiro tem
lenticelas através das quais ha trocas gasosas (PANKHURST & SPRENT, 1975 b).
Nenhuma dessas estruturas foram encontradas em nédulos indeterminados e que
possam ser capazes de fazer tais trocas gasosas (GALLACHER & SPRENT, 1978).
Este fato, acompanhado da falta da produgdao de etanol, uma maior superficie, e
estruturas basicamente cilindricas, parecem oferecer melhores perspectivas para a

resisténcia a impermeabilidade induzida pela seca.

Certamente, os nddulos que foram produzidos nas plantas de Vica sob
estresse hidrico tinham a mesma atividade especifica (por exemplo, a atividade por
unidade de peso do nédulo) como aqueles produzidos sob um pleno fornecimento de
2gua (GALLACHER & SPRENT, 1978). Eles eram menores, porém, com células
menores e mais densas, indicando um grau de adaptacao. CUTLER et al., (1977)
sugeriram que o tamanho menor da célula pode proporcionar resisténcia a seca. Em
soja (CRISWELL et al., 1977) sugeriram que os nddulos das plantas intactas, como
0s nodulos destacados e sistemas de raiz nodulados, podiam ser capazes de se
ajustarem as variagbes no suprimento de oxigénio. Como este ajuste é efetuado,
ainda, ndo esta claro, mas ele pode capacitar os nddulos do tipo do de soja
(esféricos) a ultrapassarem as barreiras da seca impostas a difusdo do oxigénio.
Parece que as associacoes da leguminosa x Rhizobium tém evoluido em direcdo a
duas estratégias, envolvendo diferencas basicas na estrutura, para maximizar a
fxacao do nitrogénio. Os nddulos da raiz das plantas ndo leguminosas, que também

530 sensiveis ao estresse hidrico, ainda apresentam um outro conjunto de problemas

e solugbes, uma vez que sua estrutura difere dos nddulos de leguminosas em muitas
maneiras (SPRENT, 1981).
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1.2.3.4 Assimilacdo de nitrato e déficit hidrico

Se a atividade da redutase do nitrato durante o déficit hidrico € uma
determinante importante do crescimento, supde-se que deveria haver uma estreita
relacdo entre estes dois parametros. Tal relacdo tem sido mantida por outros fatores,
por exemplo, diferencas entre gendtipos (DECKARD et a/.,1973; SINHA & NICHOLAS,
1981). Quando o crescimento ou a producao é comparado com a atividade da
redutase do nitrato por unidade da planta (p.exp. area da folha), uma correlagao é
freqlientemente encontrado (ABROL & NAIR, 1978). Esta correlacdao, contudo, nao
pode ser estreita (DALLING & LOYN, 1977) ou nao pode estar presente de modo
algum ( SINHA & NICHOLAS, 1981).

Se 0 crescimento ou a producao for comparado com a atividade total da
redutase do nitrato por planta, ha comumente uma correlacao estreita (DECKARD et
al, 1973). Espera-se apenas isto, ja que a correlacdo aqui é entre o crescimento de
um lado, com a producao resultante do crescimento e a atividade da redutase do
nitrato , em uma base unitaria, do outro lado. A total atividade da redutase do
nitrato por planta sera fortemente influenciada pela area da folha, a qual, por sua
vez, é dependente de muitos outros fatores (SINHA & NICHOLAS, 1981, FERRARIO
et al., 1998; FOYER et al., 1998). O déficit da agua e recuperagao apds um periodo
de estresse marcaram efeitos na retencao e no crescimento da folha (TAIZ &
ZEIGER, 1991) o que afetara toda a capacidade da planta para a redugdo do nitrato.
Ao avaliar os efeitos do estresse na assimilagao do nitrato, tem que ser levado em
conta a influéncia da atividade da redutase do nitrato, mas também as variacdes na

area da folha.

HANWAY E ENGLEHORN (1958) forneceram provas de que o acumulo de
nitrato nas plantas é devido a varios fatores, dentre os quais, a seca sendo,
possivelmente, o mais importante. Nas culturas irrigadas, nao ocorre o acumulo do

nitrato, a menos que a aplicacao de nitrogénio seja excessiva. Ja havia sido

demonstrado que o nitrato acumulado em varias plantas seria responsavel pela
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toxidez a planta (MAYO, 1985). Esta foi a preocupacdo que incitou a investigacao
inicial do problema dos efeitos da seca sobre a redutase do nitrato (MATTAS &
PAULI, 1965; YOUNIS et al, 1965).

A redutase do nitrato foi também considerada importante, em relacao ao
metabolismo do nitrogénio e ao crescimento da planta. HAGEMAN et al,1961
demonstraram que a intensidade da luz e a disponibilidade do nitrato tinham um
forte efeito sobre esta enzima, tendo em vista que o milho crescia em pouca luz
guando o nitrato foi acumulado . Os estudos de MATTAS & PAULI 1965 e YOUNIS et
al.,1965, tiveram por alvo examinar o relacionamento entre a atividade da redutase
do nitrato e o metabolismo do nitrogénio, particularmente o “pool” de aminoacidos
livres e 0 contetido de proteina do tecido, sob condicoes de seca e alta temperatura.

O crescimento das plantulas declinou no 4° dia do estresse, quando a
turgescéncia relativa tinha caido para 77%. A taxa de aumento no nitrogénio total
por planta também caiu apds o 3° dia e, apds isso, permaneceu baixa (MATTAS &
PAULI, 1965). Durante essas experiéncias, o contetido do nitrato da planta aumentou
por toda parte e a atividade da redutase do nitrato declinou, mesmo no 1° dia,
guando a turgescéncia relativa tinha caido para apenas 2%. No 2° dia do estresse, a
atividade da enzima caiu para cerca de 25% da atividade no primeiro dia (SINHA &
NICHOLAS, 1981). Ficou claro, com esta investigacao, que a redutase do nitrato era
extremamente sensivel ao estresse da agua e foi inibida mais rapidamente do que a
absorgao do nitrato. Nesta experiéncia, contudo, os efeitos da seca e da temperatura
nao puderam ser separados (SINHA & NICHOLAS, 1981).

YOUNIS et al., 1965, tentaram separar os efeitos da temperatura, do estresse
da agua e da luz. O aumento da temperatura sob o crescimento das plantas de 25
2C/20 °C para 35 °C/30 °C causou apenas uma diminuicao de 28% no conteudo do
nitrato, mas diminuiu a atividade da redutase do nitrato para 49%. O estresse da
agua diminuiu o contetido do nitrato para um maximo de 25%, mas a atividade da
redutase do nitrato foi reduzida de cerca de 48-63% além da ordem de combinagoes

de temperatura testadas. Uma alta temperatura diminuiu a atividade da enzima e
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este efeito foi acentuado pelo estresse da umidade. Estes estudos nao elucidaram o
motivo da perda de atividade, embora pareca ser um dos primeiros efeitos do
estresse da agua.

Os efeitos de um estresse brando de agua, variando o potencial de agua da
folha de - 0,2 a - 0,4 MPa, sobre a atividade da redutase do nitrato, da redutase do
mitrito, da fosfoenolpiruvato carboxilase, da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, do
contetdo de nitrato e do conteido de proteina da cevada foram examinados por
HUFFAKER et al.,1970 que também estudaram a recuperagao desses sistemas, em
seguida a irrigacdo. Os resultados demonstram que a redutase do nitrato foi afetada
ge maneira mais acentuada do que o foi a redutase do nitrito. A concentracao do
mitrato nos tecidos da folha foi menos afetada do que o foi a atividade da redutase
go nitrato. As atividades das duas enzimas fotossintéticas, fosfoenolpiruvato
carboxilase e a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, foram também consideravelmente
menos sensiveis ao estresse da agua do que a redutase do nitrato. Além do mais, a
@minuicdo no contetido da proteina foi também relativamente menor do que a perda
da redutase do nitrato.

Numa tentativa de interpretar o significado fisiologico da inibicdo da redutase
do nitrato durante o estresse da agua, HUFFAKER et al (1970) enfatizaram a
importancia da sequéncia de fatos, em relacdo ao estresse hidrico. Se os processos
t2is como expansao e divisdo da célula sdo os primeiros a serem influenciados, e o
cescimento reduzido é a conseqliéncia desses fatos, segue-se, entdo, que as
mecessidades de proteina das células seriam reduzidas. De acordo com isso, a
resposta da redutase do nitrato deve ser considerada a partir deste ponto de vista.

Ao estudar os efeitos do estresse da agua sobre a atividade de varias enzimas,
BARDZIK et al.,1971, escolheram a redutase do nitrato, fenilalanina amonia liase e a
MADH oxidade. As duas primeiras sao conhecidas por terem uma meia vida
relativamente curta. Um déficit de agua de 10-20% causou uma reducdo de 50%
nas atividades da redutase do nitrato e na fenilalanina amoénia liase, mas a atividade

da NADH oxidade ou nao era afetada, ou mostrava um leve aumento. Mesmo com
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50% de déficit de agua, contudo, a atividade da redutase do nitrato ndo foi reduzida
2 zero; a atividade atingiu um valor fixo e quando as plantas foram regadas houve

wma completa recuperacao em 24 horas.

Foi postulado que a atividade da redutase do nitrato e a atividade da
fenilalanina aménia liase, sdo o resultado de um equilibrio entre a sintese e a
decomposicao. Outros estudos demonstraram que o nivel do polirribossomo €
reduzido e a sintese da proteina é inibida pelo estresse hidrico (HSIAO, 1970) e esta
perda liquida da atividade da enzima poderia ser o resultado da sintese reduzida
combinada com a inativacdo da enzima. BARDZIK et al,,1971, sugeriram que, apos
um certo grau de estresse hidrico, mesmo o sistema inativando é também inativado ,
evando a um “steady state”. Como uma possibilidade a mais, BARDZIK et a/.,1971,
postularam que a resposta era devido a existéncia de duas espécies de redutase do
mitrato com comportamentos diferentes, porém esta idéia nao foi suportada por
wrabalhos subsequentes.

MORILLA et al. (1973) tentaram relatar mudancas na redutase do nitrato para
o contetido de polirribossomo do tecido, uma vez que o ultimo reflete a capacidade
ge sintese da proteina e é diminuido pelo estresse hidrico (HSIAO, 1970). O
wontetdo do nitrato da folha e a atividade da redutase do nitrato ndo foram
relatados em seus experimentos. Foi sugerido que a consequente reducdo na sintese
ge proteina, quando era baixo o nivel de polirribossomos, foi responsavel pela
reduzida atividade da redutase do nitrato (SINHA & NICHOLAS, 1981). E
guestionavel se tal relacionamento direto entre o conteido de polirribossomo e a
atividade de uma enzima especifica poderia ser suportado em bases de dados
imitados e com os efeitos conhecidos do estresse hidrico sobre varias outras

enzimas.

Duas observacbes a mais a partir de seus resultados sao dignas de
mencionar: a atividade da redutase do nitrato estabilizada apds um periodo de
estresse, como notado por BARDZIK et al.,1971, e a atividade da enzima "in vitro”,

%I caracterizada por uma meia-vida mais longa na preparacao vinda das plantas
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estressadas, comparadas com aquelas vindas dos controles. Isto sugere que a
enzima vinda das plantas estressadas tinha adquirido alguma propriedade que a

mou menos estavel ou que os sistemas inativadores eram menos pronunciados.

Contrastando com essas sugestoes, de que a atividade da redutase do nitrato
& diminuida no estresse hidrico, como uma consequéncia de agressao ao sistema
sntético, SHANER & BOYER (1976 a, 1976 b) sugeriram que a atividade da redutase
@0 nitrato no milho fosse regulada pelo fluxo do nitrato, o qual era reduzido nas
plantas estressadas pela agua, levando a uma redugao da atividade da enzima.
Warios métodos foram usados para reduzir a transpiracdo, para mostrar que a sintese
22 enzima era regulada pela consequiente mudanca no fluxo do nitrato. O fluxo do
mitrato foi determinado expondo-se o sistema radicular a pressao, para se obter uma
amostra da corrente transpiratoria. Tal método é passivel de critica, j& que podia
mjetar ions dentro das raizes, o que ndo seria esperado ocorrer em um sistema
natural.

Os primeiros estudos tinham demonstrado que o nitrato e nitrogénio total
aumentavam por planta, a medida que o deficit hidrico progredia, enquanto que um
declinio acentuado foi observado na atividade da redutase do nitrato (MATTAS &
PAULI, 1965). Um continuo aumento no contetido do nitrato e do nitrogénio total por
planta indicam que o fluxo do nitrato foi mantido, embora a atividade da enzima
gdeclinasse. Os experimentos de SHANER & BOYER (1976 b) sao limitados pela
presuncao de que a atividade da redutase do nitrato poderia ser influenciada apenas
pela disponibilidade do nitrato ou pela sintese de proteina. O fato de que tanto a
reducdo do nitrato como a sintese de proteina envolvem necessidades de energia

nao foi considerado.

Além disso, no girassol, quando o acido abscisico (ABA) 10 uM foi aplicado
através da corrente transpiratoria, as folhas apresentaram uma alta resisténcia
estomatica e um potencial de dgua, com a consequente reducdo na taxa de

franspiragao e no fluxo de nitrato, mas este tratamento tinha quase nenhum efeito

sobre a atividade da redutase do nitrato. Por isso, parece que a perda da atividade
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da redutase do nitrato, durante o estresse da agua pode, em certas circunstancias,
fluir de uma reducdo no fluxo do nitrato. Um efeito mais direto do potencial hidrico,
através da diminuicido da formagao do NADH tem sido proposto por SINHA &
NICHOLAS, 1981.

A resposta da redutase do nitrato ao estresse da agua e ao estresse de sal foi
estudada por BALUSUBRAMANIAN et al. (1974) para determinar a estabilidade desta
enzima em varias culturas. As redutases do nitrato do trigo e da cevada foram
encontradas terem uma meia vida mais longa do que a enzima de outras espécies de
plantas. Na auséncia de nitrato e luz, a meia vida variava de 33 h a 67 h a 20 °C.
Em cevada, uma investigacao detalhada demonstrou que a enzima na folha bandeira
era mais suscetivel ao estresse da agua no tempo de antese (BALUSUBRAMANIAN
et al, 1974; SINHA & NICHOLAS, 1981). Um método de comparacao para a
sensibilidade da folha bandeira em etapas diferentes de crescimento foi desenvolvido

e designava o indice de sensibilidade.

A resposta da redutase do nitrato ao estresse hidrico posterior a um ciclo de
24 horas foi estudada no trigo, junto com o contetido relativo de agua e o contetido
de nitrato e prolina da folha. Todas as variaveis mostraram mudancas para um ciclo
posterior a 24 horas: mudancas no contetdo de nitrato da folha, seguindo-se as
mudancas no contetido relativo de agua. Além do mais, o contetido de prolina nas
plantas ndo irrigadas foi maximo, quando o conteudo relativo de agua foi o mais
baixo, 0 qual coincidiu com a atividade reduzida da redutase do nitrato.(RAJAGOPAL
et al,, 1977).

Uma vez que o acumulo de prolina € uma das mudangas principais no
metabolismo do nitrogénio das plantas estressadas pela agua, o relacionamento
entre a redutase do nitrato e o acimulo de prolina foi examinado em varias espécies
cultivadas (SINHA & RAJAGOPAL, 1975). Houve um declinio acentuado na atividade
da enzima em resposta ao estresse hidrico no trigo, na cevada, no sorgo, no milho, e

um rapido e consideravel acimulo simultdneo de prolina em todas essas espécies
(SINHA & RAJAGOPAL, 1975; SINHA & NICHOLAS, 1981). Entdo, é possivel que
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essas duas respostas estejam ligadas. Na cevada e no trigo, quando a prolina foi
suprimida das plantas estressadas com polietilenoglicol, a perda da atividade da
redutase do nitrato foi reduzida (SINHA & RAJAGOPAL, 1975). Isto sugere que a
prolina exdgena e, possivelmente, a endégena protege a enzima de ser inativada,
durante o estresse da agua. Esta possibilidade pode apenas ser explorada com
materiais da planta que diferem em taxas de acumulo de prolina.

A perda da atividade da redutase do nitrato em resposta ao estresse da agua
esta bem estabelecida (ANIKIEV & KURAMAGOMETOX, 1975), mas o efeito do
estresse hidrico sobre outras enzimas desta rota ndo estd bem compreendido. Na
cevada, no trigo, no rabanete e no pepino, as atividades da redutase do nitrito e da
glutamina sintetase foram menos afetadas pela seca ou pela temperatura alta do que
2 atividade da redutase do nitrato (SINHA & NICHOLAS, 1981). As atividades destas
duas enzimas foram sempre e relativamente varias vezes mais altas do que a da
redutase do nitrato e, quando a ultima atividade foi reduzida a 30% do valor de
controle pelo estresse hidrico, a atividade da redutase do nitrito e a glutamina
sintetase foram reduzidos a apenas 70%. Houve diferencas claras e varietais nestas
respostas, que ndao eram associadas a tolerancia a seca. (SINHA & NICHOLAS,
1981). Estes estudos demonstram que todas as enzimas de uma sequéncia de
reacao nao sao necessariamente influenciadas do mesmo modo e na mesma medida
por um estresse particular. Neste caso, a primeira enzima da sequéncia de reacao; a
redutase do nitrato, € muitissimo afetada e, aparentemente, as fungbes sdo um
ponto regulador (SINHA & NICHOLAS, 1981).

A sensibilidade da atividade da redutase do nitrato ao déficit da agua pode ser
devido a uma variedade de fatores, inclusive a possivel inativacao da enzima (SINHA
& NICHOLAS, 1981). Se a enzima for inativada pelo estresse hidrico, pode ser
ambém possivel reativar a enzima em condicbes as quais tornam impossivel a
sintese da enzima fresca. Em trés variedades de cevada, a atividade da enzima foi
reduzida nas plantas estressadas a cerca de 30% do controle (SINHA & NICHOLAS,
1981). Quando um extrato tanto das plantas do controle como das plantas
estressadas foi incubado por uma hora com NADH a 4 °C antes do ensaio, houve
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wma quase completa recuperacao da atividade nos extratos das plantas estressadas
para 0 nivel encontrado nas plantas de controle. Ndo houve nenhum aumento nos
extratos das plantas de controle (SINHA & NICHOLAS, 1981). A ativacao e a
nativacao da redutase do nitrito no arroz pelo NADH tem sido reportada (GANDHI ef
al, 1973), e o NADH também ultrapassou o efeito de um sistema de proteina
mibidor (KADAM et al., 1974).

Se a inativacao da redutase do nitrato pelo déficit hidrico e sua ativacdo pelo
MADH seguindo-se ao alivio do estresse sdo possibilidades, entao seria viavel
gemonstrar-se este efeito "in vivo”. A recuperacao substancial da atividade da
redutase do nitrato, inicialmente reduzida pelo estresse hidrico, tem sido observada
em uma variedade de circunstancias nas quais a sintese de proteina ndao era
provavel, como na irrigagao das plantas mantidas na escuridao (SINHA & NICHOLAS,
1981), nas plantas m presenca de luz e mantidas em uma taxa média livre de
mitrato, nas plantas irrigadas na presenca do tungstato (um inibidor da sintese da
enzima), ou nas plantas tratadas com cicloheximida (SINHA & NICHOLAS, 1981).

Embora cada uma dessas condigbes experimentais tenha sido escolhida para

minimizar a possivel sintese de novo da enzima, uma total inibicdo da sintese pode
n2o ter sido induzida. O aumento substancial na atividade da enzima obtida suporta
2 possibilidade de uma regulacdo da redutase do nitrato, através da disponibilidade
ge NADH nas plantas estressadas, bem como através dos efeitos sobre a sintese e a
degradacao da enzima (SINHA & NICHOLAS, 1981).




1.2.3.5 Prolina e o déficit hidrico

A prolina foi observada primeiramente acumulando-se no tecido desidratado
- &2 planta por KEMBLE & MAC PHERSON (1954). Eles observaram que a prolina se

acumulava no tecido desidratado em quantidades maiores do que as observadas por
| protedlise. Nesses experimentos, as plantas eram continuamente desidratadas
gdurante o curso do experimento e a prolina somente se acumulava nas plantas
murchas. THOMPSON & MORRIS (1957), confirmaram tais resultados em
experimentos com folhas cortadas de nabo tdrgidas e murchas. Nesses
experimentos, as folhas murchas foram mantidas com um contetudo constante de
2gua e a prolina acumulada desaparecia apds 3 dias. Em 1966, trés trabalhos
descreveram o fendmeno do acumulo da prolina durante o estresse hidrico
(BARNETT & NAYLOR, 1966; ROUTLEY, 1966; STEWART et al.,, 1966).

Nessa época, varias caracteristicas do acimulo da prolina ficaram claros:
acumulava-se em resposta a murcha nas folhas cortadas e nas plantas intactas;
acumulava-se na luz ou no escuro mas no ambiente escuro havia a exigéncia para
carboidratos; havia uma nova sintese da prolina, desde que se acumulava em
guantidades maiores do que aquelas liberadas pela protedlise; a nova prolina era
sintetizada do acido glutamico; e o acumulo da prolina tinha sido observado em
espécies suficientes para mostrar que era, aparentemente, um fenémeno geral nas
plantas. Parece que o acumulo da prolina pode ser uma resposta geral ao estresse,
desde que também se acumula sob estresses de temperatura e salinidade. (CHU et
al,1974, 1976).

A prolina é preferencialmente Unica entre os aminoacidos em seu acumulo
durante o estresse. A maior parte dos aminoacidos se acumulam em uma proporgao
imitada (THOMPSON et al., 1966) e ha algumas indicacdoes de que a asparagina, e
talvez outros aminodcidos, como a prolina, se acumulem em quantidades que
excedem as quantidades liberadas pela protedlise. Somente a prolina, porém, se

acumula de forma consistente em numerosas espécies de plantas e sob uma ordem
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de condicdes ambientais. Certamente, os efeitos metabdlicos do murchamento que
levam ao acumulo da prolina ndo foram observados com qualquer outro aminoacido
(ASPINALL & PALEG, 1981).

O acimulo da prolina em varias plantas é iniciado por uma redugao no
potencial hidrico das células dos tecidos. Na cevada, o acimulo comega rapidamente
na hora em que os tecidos sdo expostos a desidratacdao, sendo a concentragao de
prolina livre nas folhas da planta, uma fun¢do da intensidade de exposicdo ao déficit
hidrico, do potencial hidrico das folhas e da quantidade transportada das folhas aos
outros tecidos (SINGH et al., 1973 a). Em todos os dados disponiveis, o acumulo
progressivo da prolina tem sido acompanhado por uma queda no potencial hidrico do
tecido com o tempo (ASPINALL & PALEG, 1981). Infelizmente, porém, nenhum
experimento foi descrito, no qual as plantas intactas tenham sido mantidas a
potenciais hidricos fixos, por um periodo prolongado, com o registro das taxas do
acumulo de prolina. Na auséncia de tais medidas, é impossivel determinar um limite

superior do potencial hidrico para a indugao do acimulo da prolina.

A iniciacdo do acumulo da prolina nos tecidos da planta, em resposta a uma
diminuicdo no potencial hidrico do tecido poderia ser, idealmente, devido as
mudancas em um dos varios componentes do potencial total. Convencionalmente, o
potencial hidrico dos tecidos das plantas superiores tem sido dividido em dois ou trés
componentes, o potencial osmdtico, o potencial de turgescéncia e, em alguns
estudos, o potencial matrico. Nao é, experimentalmente, uma tarefa facil separar,
inequivocamente, os efeitos das mudangas nestes componentes. Alguns estudos,
usando solutos de penetragao variavel no tecido, sugerem que as mudangas no
potencial da turgescéncia controlam as respostas bioquimicas da planta (GREENWAY
& LEAHY, 1972). Este ponto de vista tem sido questionado por CHU et a/ (1976 a)
que reportaram que o acumulo da prolina na planta de cevada era dependente das
mudangas no potencial osmético, mais do que das mudangas na turgescéncia. Em
gualquer caso, um sistema envolvido com osmorregulacao (BROWN & HELLEBUST,
1978; MORGAN, 1984) poderia reagir a turgescéncia, ndao sendo provavel que as

medigGes brutas da turgescéncia do tecido e do potencial osmético representassem,
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adequadamente, a influéncia do deficit hidrico no comportamento sub-celular, onde

0 acumulo da prolina é controlado.

O acumulo da prolina durante o déficit hidrico continua, pelo menos, por
varios dias (SINGH et al, 1973 d), mas ndo ha nenhum relato mais recente de
concentragdes alcangando um nivel maximo nas plantas superiores intactas, embora
concentracoes tao elevadas quanto 10% do peso total da folha seca tenham sido
registradas (STEWART & LEE, 1974). As folhas cortadas das plantas superiores nao
respondem de maneira andloga aos organismos unicelulares ja que, em
grcunstancias semelhantes de experimentos, a prolina, primeiro, acumula
rapidamente (24-48 horas), mas depois cai rapidamente, devido, presumivelmente,
as consequiéncias metabdlicas do corte ( SINGH et al., 1973 b).

O acimulo da prolina responde relativamente rapido a mudancas nas
condicdes de agua da folha. RAJAGOPAL et al. (1977), demonstraram que, no trigo
crescido em condicdes de campo e nado irrigado, o contetdo de prolina alcanca um
ponto maximo, ao meio-dia, coincidente com um contetdo relativo de agua minimo
naquelas folhas. Complementando estes estudos das mudancas a curto prazo na
concentragao da prolina, STEWART & LEE (1974) examinaram a variacao sazonal na
concentragao da prolina nos tecidos das partes aéreas da planta haldfita 7riglochin
maritima L., crescendo num ambiente salinico. A concentracdo da prolina foi alta,
através da época de crescimento (minimo de 50 umol.g MF*) e alcangou um maximo
(150 pmol.g MF) no tempo em que a planta estava crescendo mais rapidamente.
Evidentemente, uma alta concentracdo de prolina livre no tecido ndo é compativel
com o crescimento destas espécies.

A maior parte dos estudos do aciumulo de prolina, em resposta ao déficit
hidrico, tem sido envolvidos com as mudangas na concentracdo nas partes aéreas da
planta ou, mais especificamente, nas folhas. A prolina, contudo, se acumula em

todos os orgdos da planta intacta, durante o déficit hidrico, embora o aciumulo seja
mais rapido e extensivo nas folhas (SINGH et a/, 1973 d; MORGAN, 1984). O

acumulo na raiz ocorre tanto mais tarde quanto menos extensivamente do que o
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acumulo na folha, seguindo-se ao estabelecimento do déficit de agua. As folhas e
caules cortados também acumulam prolina, quando sujeitos ao déficit hidrico mas,
sob condicoes semelhantes, os apices das folhas cortadas acumulam pouca proling, e
2s raizes cortadas, absolutamente, nenhuma ( SINGH et al, 1973 b; MORGAN,
1984).

A prolina se acumulou, contudo, nas pontas das raizes arrancadas de Pisum
sativum e Tamarix ssp expostas ao estresse salino (BAR-NUN & POLJAKOFF-
MAYBER, 1977) e nos tubérculos da alcachofra sob estresse hidrico (WRIGHT et al.,
1977). Tais descobertas levaram a sugestao de que a prolina acumulada nas raizes
gas plantas intactas e estressadas de cevada tinham sido transportadas das folhas
para la . Isto foi sustentado pelo fato de que, a exposicdao das raizes de uma planta
com deficiéncia de agua a anaerobiose inibiu 0 acimulo da prolina, porém, melhorou
o acumulo nas folhas, ndao sendo afetada pelo tratamento a quantidade total
acumulada em toda planta (SINGH et a/, 1973 d).

A diferenca mais dbvia entre os tecidos que sdo capazes de acumular prolina,
guando cortados e aqueles que nao sao cortados, é a presenca da clorofila. Tanto
os tecidos crescidos no escuro, como também os tecidos genéticamente clordticos da
folha da cevada sao capazes de acumular prolina, se supridos com precursores e
sujeitos ao déficit hidrico, enquanto que o tecido da raiz ndo o é (SINGH et al., 1973
D). Muitas das hipdteses que envolvem os efeitos da presenca da prolina acumulada
na célula giram sobre a presuncdo de que a prolina acumulada, ou pelo menos a
sua maior parte, esta presente no citoplasma. Até hoje este ponto ndo foi
definitivamente testado, mas a evidéncia disponivel é consistente com este ponto de
wista. A prolina acumulada ndo é imediatamente metabolizada nos tecidos; na
verdade, em alguns casos, é dificil de se assegurar que a prolina exdgena penetre no
otoplasma (BOGGESS et a/,1976 a). Evidentemente, a plasmalema oferece uma

barreira consideravel a passagem da prolina.

A distribuicao da prolina acumulada nas raizes do milho sob estresse salino

sugere uma localizagao citoplasmica (GORING et al, 1977). Raizes de plantas
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ntactas e submetidas ao estresse foram seccionadas e analisadas para o teor de
prolina. A concentracao da prolina foi observada aumentando em direcao a ponta da
raiz, sendo o maximo de concentracao observada em 1-2 mm da ponta da raiz, onde
2 maioria das células ndo apresentavam vactiolos, e diminuiam de modo bem
marcante em segmentos mais distantes da ponta, onde todas as células estavam
altamente vacuolizadas. O acimulo de prolina no vactolo ndo esta excluido pelos
dados atualmente disponiveis, mas se isto ocorrer, o transporte através do
tonoplasto deve ser rapido e bi-direcional, desde que acumulada, a prolina marcada
foi rapidamente metabolizada quando o déficit hidrico foi suspenso (BOGGESS et al.,
1976 b). A prolina ndo pareceu ser acumulada no cloroplasto, ou ser excluida dos
doroplastos, e outras organelas na célula ndo ocuparam um volume suficiente para
serem consideradas como uma localizagdo exclusiva e viavel para a prolina
acumulada (BOGGESS et al, 1976 b).

Se as consequéncias do acumulo da prolina nos tecidos da planta, durante o
periodo do estresse s3ao, em conjunto, benéficas ou nocivas ao futuro crescimento e
sobrevivéncia da planta, pode-se, razoavelmente, esperar uma correlacdo, positiva
ou negativa, entre o acimulo da prolina e a resisténcia ao estresse. Somente se, ou
guando, o acumulo da prolina fosse um atributo neutro na resisténcia ao estresse
(uma expectativa ndo provavel) tal correlacdo ndo seria aparente. Para estabelecer
tal correlacao, contudo, numerosas “armadilhas” devem ser evitadas. Primeiramente,
desde que o acumulo de prolina é uma fungdo do potencial hidrico do tecido e do
tempo, deve-se tomar cuidado para se ter certeza de que o potencial hidrico do
tecido e a duracao experimental sejam variadas, exatamente, da mesma maneira,
nas comparagoes entre as espécies, variedades ou tratamentos. Na pratica, isto é
dificil de se adquirir desde que as variacdes entre as plantas, na fisiologia e na
morfologia dos estomatos, no tamanho da planta e da folha, atributos da raiz, etc.,
afetarao as taxas de seca e as relagdes do potencial hidrico e do e tempo (ASPINALL
& PALEG, 1981).

Mais um problema existe na tentativa de se deduzir uma medida efetiva e

imediatamente utilizavel de resisténcia ao estresse. Na pesquisa agricola, a medida
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basica deve ser a producao comparada, numa situacao de estresse de campo. Pode
parecer que tal medida seja apenas uma funcdo de uma multiplicidade de
caracteristicas de resisténcia, e ndo é provavel que um relacionamento estreito possa
ser estabelecido entre qualquer carater simples e a resisténcia medida pela produgao
no campo. Ndo obstante, tal analise foi tentada para o acimulo da prolina e para o
indice de estabilidade (uma estimativa da estabilidade da producdo, em uma
variedade de ambientes) e foi reportada uma alta correlagao (SINGH et al., 1972).

Outras medidas envolvidas com os aspectos individuais da resisténcia da
planta ao estresse s@ao mais provaveis de serem correlacionadas com o acumulo da
prolina e, questionavelmente, fornecem um teste mais realistico da hipdtese. Tanto a
taxa de crescimento da planta, seguindo-se, imediatamente, a um periodo de
estresse, como a sobrevivéncia da folha foram encontradas correlacionadas com o
acumulo da prolina (SINGH et al,, 1973 c) e sustentam o relacionamento geral. Deve
ser entendido contudo, que cada uma envolve uma hipdtese diferente, embora nao

necessariamente exclusiva, sobre o papel da prolina no metabolismo do estresse.

O acumulo da prolina é simplesmente o aumento no nivel da prolina livre no
tecido. Na fisiologia deste efeito do estresse, dois pontos sdao importantes. Primeiro,
0 acumulo da prolina ocorre sob o estresse hidrico, relativamente brando (potenciais
de agua de — 1,0 MPa) e a quantidade que acumula depende do rigor do estresse
(por exemplo, quanto mais baixo for o potencial de agua da folha, maior o acimulo
de prolina sobre essa condigbes). O segundo ponto é que os niveis de prolina
representam um efeito cumulativo do tecido que é desidratado durante um certo
periodo de tempo. Por isso, o nivel de prolina serd muito afetado durante o tempo
em que o tecido estiver sob estresse. Entdo, ao se avaliar os efeitos do estresse
sobre o metabolismo de prolina, as taxas de sintese e oxidacdo nas folhas murchas
devem ser comparadas com as taxas destes processos nas folhas turgidas
(STEWARD, 1981). O acumulo de prolina pode resultar de um estimulo da taxa de
formagao de prolina ou uma diminuicdo na taxa de utilizacdo. A protedlise e a sintese

provenientes de precursores resulta na formacao da prolina, enquanto que a

oxidagao e a sintese de proteina resultam na utilizagdo da prolina (STEWARD, 1981).
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Um estimulo da sintese de prolina vinda dos precursores pelo estresse hidrico
foi previsto nos trabalhos iniciais demonstrando que o acimulo da prolina excedia a
prolina liberada pela protedlise (THOMPSON et al., 1966). De fato, um estimulo
induzido pela murcha, na incorporacdo de glutamato-C'* na prolina foi observado
por BOGGESS et al. (1976 a). Porém, este estimulo aparente pode ser devido ao
“engano” do composto marcado resultante da utilizacdo reduzida de prolina, ou da
sintese de algum outro precursor. BOGGESS et al. (1976 b) demonstraram que a
guantidade de C'* na prolina total (livre + proteina) do glutamato era estimulada
pela murcha e que a radioatividade especifica da prolina livre, bem como a
radioatividade total na prolina, era aumentada pela murcha. Entao, ficou claro que o
estresse hidrico estimula a sintese da prolina vinda do glutamato na cevada
(BOGGESS et al., 1976 b).

A transformacao da omitina (BOGGESS et al. , 1976 b) e arginina (BOGGESS
& STEWART, 1976) em prolina é também estimulada pelo estresse hidrico em
cevada. Isto, porém, é observado, por vezes, bem depois que a prolina comeca a se
acumular, indicando que é um resultado, mais do que uma causa, do acumulo da
prolina. O estimulo aparente é devido a um “engano” na marcacao radioativa da
prolina, como um resultado do aumento da sintese do glutamato e utilizacao
reduzida através da oxidagao e da sintese da proteina. Entdo, o aumento da sintese
da prolina a partir do glutamato, devido a murcha, é aparentemente um efeito sobre
o primeiro passo na sintese da prolina, a conversao para A’-pirrolina-5-carboxilato
(BOGGESS et al, 1976 b). Claramente, hd uma perda de controle de resposta da
sintese da prolina pela prolina, porque a sintese € estimulada, enquanto os niveis de
prolina sao aumentados. BOGGESS et al (1976 a) demonstraram a perda da
regulacao durante o estresse hidrico ,tanto na cevada quanto nas folhas de tabaco.

Nas folhas de feijao, o estimulo murchar - induzir da sintese da prolina a partir
do glutamato foi mais dificil de se demonstrar (STEWART & BOGGESS, 1977) porque
o glutamato foi rapidamente metabolizado para outros componentes e a taxa de

acumulo da prolina foi muito menor do que na cevada (0,1 comparada com 1,0

umol.h’t.g MF?). A convers3o tanto da ornitina como da arginina para a prolina foi
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estimulada no feijao antes de qualquer acimulo de prolina observado. A prolina se
acumulou, porém, em quantidades maiores do que poderia ser calculada pela perda
de arginina e prolina da proteina. Além disso, o estimulo do glutamato para a
conversao da prolina foi observado quando grandes quantidades de glutamato ndo
marcado foram adicionadas para tornar mais lenta a perda de C** do glutamato.
Entdo, o estresse hidrico também estimula a sintese da prolina a partir do glutamato
no feijao (STEWART & BOGGESS, 1977).

Foi sugerido por STEWART (1981), que a regulacao da taxa da oxidacao da
prolina pelos niveis da prolina poderiam funcionar como um controle sobre o nivel
desse aminoacido num tecido normal da planta ndo estressada. Entdo, como a
prolina se acumula devido ao aumento da sintese, ocorrera a melhora da oxidacao
da prolina e, eventualmente, os niveis da prolina alcancarao um novo e firme estado.
Durante o estresse, porém, a prolina se acumula a niveis completamente altos,
sugerindo que o murchamento também inibe a oxidacdo da prolina. A observacao de
gue alguns dos produtos oxidados podem ser reconvertidos a prolina nas folhas
murchas (STEWART & BOGGESS; 1978) poderia ainda permitir alguma oxidacao da
prolina, mas certamente a oxidacdo da prolina é inibida pelo estresse hidrico e a taxa

muito provavelmente, se aproxima de zero.

A inibicao da oxidacao da prolina pelo estresse hidrico nao foi observada nas
folhas de feijao (STEWART, 1972 c), e a prolina apenas se acumulava quando niveis
suficientemente altos de carboidratos estavam presentes para inibir a oxidacao da
prolina. A murcha nao inibia a oxidacao da prolina nas folhas de feijao. A nao
inibicdo impediu a prolina de se acumular naquelas folhas, desde que o estimulo da
sintese dos precursores foi observado (STEWART 1972 ¢). Este resultado indica que
a inibigao da oxidacao da prolina é essencial para a prolina se acumular, embora a

inibigdo por si s, ndo possa causar o acimulo.

O efeito da murcha sobre a oxidacao da prolina representa um efeito sobre o
mitocondrio. SELLS & KOEPPE, 1980, observaram que uma taxa menor que 70% na

oxidagao da prolina no mitocondrio isolado das folhas de milho sob estresse hidrico
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- (-1 Mpa). Este grau de estresse resultou apenas numa leve reducao nas taxas de
oxidacdo de outros substratos tais como succinato, malato, piruvato, e NADH. O
. mitocondrio das folhas de plantas estressadas deram taxas inferiores da razao ADP:0
comparadas com os controles turgidos para prolina, mas as taxas para outros
substratos ndo foram afetadas pelo estresse. Também, a sugestdao (STEWART &
BOGGESS, 1978) de que a murcha causa uma perda na compartimentagao dos
produtos de oxidagao da prolina sugere um vazamento de produtos de oxidagao do
mitocondrio para o citoplasma. Talvez o estresse hidrico afete a integridade da

membrana mitocondrial.

Ficou claro que a incorporacdo de prolina na proteina € inibida pelo estresse
da agua (STEWART, 1972 c; STEWART et al, 1977). Isto é devido a influencia da
gdesidratagao do tecido sobre a sintese da proteina e tem sido observado pela
medicdo dos niveis de polirribossomo (HSAIO, 1970; MORILLA et al., 1973), pela
atividade da redutase do nitrato (MORILLA et al, 1973) e pela incorporagao da
eucina (BEN-ZIONI et al., 1967). Os resultados, porém, indicam que os niveis baixos
de redutase do nitrato nas folhas sob estresse da agua, sao devidos aos fluxos
reduzidos do nitrato, mais do que um efeito sobre a sintese da proteina (SHANER &
BOYER, 1976 a e b). O mecanismo pelo qual o estresse reduz a sintese de proteina
nao esta claro, mas é imediatamente reversivel (HSIAO, 1973).

A possibilidade de que o acumulo da prolina é uma conseqiiéncia da redugao
na sintese de proteina foi examinada por BOGGESS & STEWART (1980). Baseada em
experimentos com inibidores da sintese de proteina, eles concluiram que a inibicao
da sintese de proteina ndo foi suficiente para fazer a prolina se acumular. Desde que
2 sintese de proteina contribui para a maior parte da utilizacao da prolina no tecido
furgido, sua reducdo contribui para o acimulo da prolina, tornando mais lenta a taxa
ge utilizacao da prolina (STEWART 1972 ¢).

Nas folhas de feijdo, a taxa de utilizacdo da prolina para a sintese da proteina
fi 0,07 pmol.h.g MF! (STEWART, 1972 a). Assim, a inibicio da sintese da

proteina, com a sintese e a oxidagao da prolina permanecendo constantes, poderiam
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ser calculadas para mais de 70% da taxa de acumulo da prolina. Este percentual é
maior para o feijao e a cevada, mas em nenhum caso foi a incorporacao da prolina
em proteina completamente inibida pelo estresse da agua (STEWART, 1972 c;
STEWART et al.,, 1977).




2. CAPITULO 1

"CRESCIMENTO E AJUSTAMENTO OSMOTICO DE PLANTAS NODULADAS DE
FEIJAO-DE-CORDA [ Vigna unguiculata (L.) Walp] SUBMETIDAS AO
DEFICIT DE AGUA E A REIDRATACAO"

2.1 INTRODUGAO

O déficit de agua no solo provoca redugoes no potencial de agua da planta
com reflexos diretos no metabolismo e crescimento. O processo de crescimento
celular, através das sinteses de proteinas e parede celular, € o mais sensivel as
reducbes na disponibilidade de agua nos tecidos (SALISBURRY & ROSSI, 1992;
NOBEL, 1992). Os mecanismos moleculares que respondem as pequenas reducoes
no potencial de agua e que desencadeiam os processos responsaveis pela reducdo
na elongagao celular ainda nao sao conhecidos, apesar de se acreditar na mediacao
do acido abscisico (ABA), o qual tem sua concentracdo aumentada varias vezes
(BRAY, 1993; INGRAM & BARTELS, 1996). Paralelamente ao aumento na
concentracado do ABA, varias espécies exibem um grande aumento nas
concentragdes de substancias nitrogenadas como prolina, betainas, citrulina e alguns
aminoacidos (RABE, 1993). Outras substancias como sacarose e agucares-alcoois
como o pinitol, também podem se acumular em resposta ao déficit de agua (INGRAM
& BARTELS, 1996).

As diversas espécies vegetais apresentam grande variabilidade genética para a
adaptagao e tolerancia ao déficit de agua (TAIZ & ZEIGER, 1991). Existe uma
diversidade bastante ampla para os mecanismos fisioldgicos de escape a seca,
apesar dos mecanismos moleculares ainda ndao serem conhecidos (INGRAM &
BARTELS, 1996). Aparentemente, Vigna unguiculata apresenta uma excelente

mlerancia ao déficit de agua através de um mecanismo ndo-osmotico, com um
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sfciente controle na abertura estomatica para a manutencao do potencial da agua
'McCREE & RICHARDSON, 1987; CARVALHO et al., 1998). Entretanto, a existéncia
@ um ajustamento osmotico através do acumulo de solutos osmoticamente
compativeis ndao deve ser descartada tendo em vista a possibilidade de
compartimentalizacao celular e dificuldades de mensuragées nas concentragdes dos
diversos solutos osmoticamente compativeis (ASPINALL & PALEG, 1981).

Varias evidéncias experimentais mostram que a sintese de proteinas é
fortemente inibida pelo déficit de dagua (BRADFORD & HSIAO, 1982).
Simultdneamente a diminuicdo na sintese protéica observa-se o aumento no
“turnover" de proteinas através do aumento da atividade de proteases, ocorrendo
um grande aumento na concentracdo de aminoacidos livres (RABE, 1993). Prolina é
o aminoacido que se acumula em maior quantidade na maioria das espécies
(ASPINALL & PALEG, 1981). A despeito das inimeras pesquisas sobre o acumulo
desse aminoacido em condigbes de estresses ambientais, em geral, pouco é
conhecido sobre seu papel efetivo no ajustamento osmético assim como sobre a sua
origem metabdlica sob condicdo de estresse hidrico e salino (LEA, 1993). Algumas
espécies vegetais apresentam acimulo de prolina nas folhas na ordem de até 100
vezes em resposta ao estresse hidrico (LEA, 1997). Entretanto, poucos trabalhos tem
mostrado a variagado na concentragao desse aminoacido nas raizes (ASPINALL &
PALEG, 1981).

O acumulo de prolina sob condigbes de estresses pode ocorrer devido a acdo
de diferentes mecanismos. As evidéncias experimentais sugerem que a via mais
importante de biossintese ocorre a partir do glutamato (LEA,1993). Associado a isso
poderia ocorrer uma diminuicdo nas taxas de oxidacao de prolina (ASPINALL &
PALEG, 1981). Outra possibilidade seria a diminuicdo na intensidade de sua
incorporagao na sintese protéica ou aumento de sua liberacdo a partir da hidrdlise de
proteinas ricas nesse aminodcido (STEWART & LARHER, 1980). Recentemente,
VIEGAS & SILVEIRA - no publicado, tem sugerido que o aumento no catabolismo de

proteinas provocados pelo estresse hidrico e salino, associados com aumentos na
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fotorrespiracdo, poderia incrementar as concentracdes de glutamato e amoénio e, a
partir do estimulo nas atividades das enzimas GS/GOGAT, ocorrer um aumento nas
concentracdes de prolina a partir do glutamato produzido.

Neste trabalho procurou-se estudar as respostas de plantas noduladas de
feijao-de-corda submetidas a seca/reidratacao, no nivel de crescimento vegetativo,
através da produgdo e particdo da matéria seca e no ajustamento osmatico ao nivel
das variagdbes nas concentragdes de compostos nitrogenados, com énfase nas

variagdes nas concentracoes de prolina e aminodacidos em raizes e folhas.



2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Condicdes do Experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Ceara (UFC) , em Fortaleza-Ce, no periodo de
outubro a dezembro de 1995. As temperaturas e umidades médias minimas (noite) e
maximas (dia), na casa de vegetacao, variaram de 25 °C a 36°C e 39% a 85%,
respectivamente, durante o periodo experimental.

O substrato utilizado para o crescimento das plantas foi uma mistura de silica
: vermiculita na proporgdo de 1:2 (v:v), sendo a mesma lavada com agua destilada
por 5 vezes e posteriormente autoclavada por 20 minutos a temperatura de 120 °C e
pressao de 1 atm. Utilizou-se vasos de Leonard modificados produzidos a partir de
frascos de vidro de reagentes de 1 L, cortados nas duas extremidades opostas (em
oma e em baixo) e ajustados um sobre o outro em sentido contrario, sendo a parte
externa pintada com tinta cor prata.

As partes dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de diametro,
perfazendo um volume de aproximadamente 800 cm? em cada parte. Os vasos foram
2vados internamente com hipoclorito de sédio comercial 20% (v:v). Cada vaso foi

¥rigado com solugao de CaSO4 0,1 mM, até a saturacao do substrato sdlido da parte

superior, para favorecer as condigdes de pH e suprimento de Ca*? para germinacdo e
modulagao. Foi fornecida solugao nutritva de HOAGLAND & ARNON (1950)
modificada no Laboratdrio de Metabolismo e Fixagdo de Nitrogénio da UFC (LABFIX),
conforme tabela a seguir (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao da solugao nutritiva utilizada para o cultivo das plantas de
feijao-de-corda e das solugGes estoque utilizadas no seu preparo.

SOLUGAO ESTOQUE g/L mL/L
SAL CONCENTRAGAO
1. KoSO, 0,5M 87,13 2
2. K;HPO, 1,0M 174,18 0,5
3. KHPO, 1,0M 136,09 0,5
4 CaCl, . 2H,0 1,0M 174,02 2
5. MgSO, . 7H,0 1,0M 246,48 1
&. Fe(EDTA) 1

a) FeSO, . 7H,0 0,1M 27,80

b) Na,(EDTA) 0,08M 29,77
7. Micronutrientes: 1

a) HyBO; 0,04M 2,47

b) MnCl,.4H,0 0,009M 1,781

¢) CuS04.5H,0 0,0003M 0,075

d) ZnS04.7H,0 0,0007M 0,201

€) Na,Mo0,.2H,0 - 0,0001M 0,024
8. CoCl, . 6H,0 0,004M 0,950 1
2. Ca(NOs), . 4H,0 1,0M 236,15 2,5

2.2.2 Material vegetal e estirpe utilizada

As sementes de feijao-de-corda [ Vigna unguiculata (L.) Walp], cultivar vita 7,
foram procedentes do Centro Nacional de Pesquisa do Meio Norte/EMBRAPA,
Teresina, Piaui. Conforme descrito por FREIRE FILHO et a/. (1983), essa cultivar de
feijdo-de-corda é recomendada para cultivo tanto em condigbes de baixa
disponibilidade hidrica (sequeiro), como em condigGes de irrigacdo. Alguns trabalhos
tem sugerido que a cultivar vita 3 apresenta melhores caracteristicas de tolerancia ao
deficit hidrico em relagcdo as cultivares vita 5 e vita 7 (GOMES FILHO et al. 1996). A
estirpe de Rhizobium spp. utilizada foi a Br 3256 fornecida pela Centro Nacional de
Pesquisa em Agrobiologia/EMBRAPA/ Rio de Janeiro, cuja planta hospedeira é Vigna
unguiculata, de origem africana (Zimbabue), também a designada CB-756.

A estirpe foi crescida em meio YMB (DALTON, 1980) que foi utilizado como
inoculante liquido, tendo sido feita contagem de células conforme SOMASEGARAN &

HOBEN (1985) e padronizacdo de 10° células/mL. Foram feitas 3 inoculacdes (1
mL/planta) :
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12 inoculagdo : 2 dias apds o plantio
22 inoculacdo : 3 dias apds o plantio

32 inoculacdo : 4 dias apds o plantio

2.2.3 Delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial
tipo 2 x 7 x 1 (condigbes hidricas x tempo x cultivar), com 3 repetigdes. Foi utilizado
um tratamento controle (plantas somente inoculadas e sem a presenca de nitrato). A
comparacao entre as médias foi feita através do desvio padrao da média ao longo do

tempo.

2.2.4 Conducao das plantas

As sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio comercial
(NaClO) 10 % (v/v), por 20 minutos sob aeracao forcada, sendo imediatamente
lavadas em agua destilada por 3 vezes para retirar o excesso do NaClO. Em seguida,
as sementes foram mergulhadas em agua destilada, com aeracao forcada, por um
periodo de 20 minutos e lavadas por 5 vezes em agua destilada para embebigao. As
sementes foram colocadas para germinar no proprio substrato, saturado no dia
anterior com CaS040,1 mM, sendo plantadas 6 sementes / vaso. Apds a emergéncia,
foram mantidas e inoculadas 2 plantas/vaso conforme descrito no item 2.2.

As plantas receberam nutrientes minerais na forma de solucao nutritiva
(Tabela 1), através de sub-irrigacao por capilaridade a partir da parte inferior dos
vasos de Leonard, sendo que na 12 semana a solucdo foi diluida 1/10, na 22 semana
a solugao foi diluida 1/5 e nas semanas seguintes a solucdo foi empregada sem
diluicao e contendo 5 mM de NOs. A solugao nutritiva foi trocada a cada 2 dias,

sendo que na 12 semana foi fornecido apenas 1 mM de NO'; (exceto no controle com
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plantas somente inoculadas). Foi anotado diariamente o valor pH da solucao
descartada.

Todos os dias foi feita adicdo de agua destilada através da parte superior até
completar o volume da solucdo contida na parte inferior. As temperaturas maximas e
minimas registradas no interior da casa de vegetagao durante o periodo experimental
sao apresentadas no apéndice 2. Semanalmente, houve rodizio, ao acaso, dos vasos
sobre as bancadas. Para tratamento fitossanitario, inseticida e fungicida foram
utilizados quando necessario, conforme recomendacao do Setor de Fitossanidade do
Centro de Ciéncias Agrarias da UFC.

No vigésimo oitavo dia apds a emergéncia das plantas (28° DAE) as plantas do
tratamento "estresse hidrico" foram submetidas a retirada da agua (solucdo) da
parte inferior dos vasos, permanecendo apenas com a agua retida na fase solida da
parte superior durante 4 dias consecutivos e, apds esse periodo, reidratadas
diariamente durante 2 dias (reidratacao), enquanto que as plantas controle foram

mantidas diariamente na presenca de solucao nutritiva.

2.2.5 Coleta das plantas e determinagao da massa seca

Foram feitas 7 coletas destrutivas, sempre as 9:00 horas, as plantas foram
separadas em raiz, caule com peciolos, folhas e nddulos. Em seguida, as partes
foram pesadas separadamente para determinacao da massa fresca. Amostras de
cada parte foram reservadas para determinar a porcentagem de umidade através da
determinacao da massa seca em estufa com circulagao forcada de ar a 70 °C, com
excecdo dos nddulos, cuja massa seca foi determinada apds liofilizagdo. Foram
determinadas, também, a altura das plantas, com o auxilio de uma fita métrica e o
numero de folhas contado. Imediatamente apds a coleta, as partes foram congeladas
com N; liquido e mantidas em freezer (-20 °C) até a liofilizacdo para preparo da

farinha das partes.
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2.2.6 Determinacao da umidade nos tecidos

A umidade nos tecidos de cada parte da planta foi determinada segundo

SLAVIK (1974), utilizando-se a seguinte relagao:
MF - MS

% HO = x 100 (kg H20/100kg de MF)
MF

onde: M F = massa fresca de cada uma das partes da planta

M S = massa seca de cada uma das partes da planta

2.2.7 Determinacdo de prolina livre em tecidos de folhas e raizes

O método utilizado foi o de BATES (1973). 20 mg de tecido vegetal liofilizado
foram pesados e, em seguida, triturados em almofariz, por 2 minutos, em presenca
de 3 mL de acido sulfossalicilico a 3% (p/v). O macerado foi transferido para tubos
“eppendorf” de 1,5 mL com o auxilio de uma seringa descartavel 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 residuo
descartado. A reacao foi preparada, em tubo de ensaio com rolha, com 1 mL do
extrato + 1 mL de ninhidrina acida (1 g de ninhidrina + 24 mL de acido acético
glacial + 16 mL de acido fosforico 6 M) + 1 mL de acido acético glacial. Os tubos
foram herméticamente fechados e agitados em agitador de tubos, tipo vortex.
Apods, os tubos foram colocados em banho - maria a 100 °C, por 1 hora. Em seguida,
2 reagao foi imediatamente interrompida em banho de gelo por alguns minutos até
atingir a temperatura ambiente. Logo apods, foram adicionados 2 mL de tolueno puro
seguido de agitacao vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex, por 20 segundos.
Apos atingida a temperatura ambiente, a fase aquosa avermelhada (cromoforo +
tolueno = parte superior) foi aspirada e a leitura feita em espectrofotometro a 520

nm, usando-se tolueno como branco. A concentracao de prolina foi determinada a
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partir da curva padrao com L-prolina p.a (Sigma) e os resultados foram expressos
em mmoles de prolina /kg MS de tecido.

2.2.8 Determinagdo de aminoacidos livres totais (N-a-amino livre) em tecidos de raiz,

caules e folhas

O método utilizado foi o de PEOPLES et al. (1989). 100 mg de tecido vegetal
liofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram
adicionados 5 mL de agua"milli-Q” e a suspensao foi colocada 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 em centrifuga de
mesa, a 3.000 rpm por 10 minutos. Apds, o sobrenadante foi coletado em tubo de
ensaio e o residuo i ressuspendido com outros 5 mL de agua “milli-Q”, repetindo-se
o procedimento de extracao anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em
tubo de ensaio graduado e o volume completado com agua “milli-Q” até atingir 10
mL. Em seguida, os extratos foram congelados para posterior determinacao de N-a-

amino.

A reacao foi preparada em tubo de ensaio, com rolha , adicionando-se 0,1mL
de extrato + 0,4 mL de agua “milli-Q” + 1mL de tampdo 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 agitacdo 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 reagao. Apods atingida a temperatura ambiente, as
leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 570 nm, usando-se agua “milli-Q" (em
substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. A concentracdao de aminoacidos
livres totais foi determinada a partir da curva padrao através de uma mistura-padrao

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 Determinacao de ureideos em tecidos de caule

O método utilizado foi o de PEOPLES et a/. (1989). 100 mg de tecido vegetal
liofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram
adicionados 5 mL de Agua “ milli-Q” e a suspensdo colocada para ferver em banho-
maria a 100 °C por 30 minutos. Apos isso, os tubos foram deixados a 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 residuo ressuspendido com outros 5 mL de agua “milli-Q”,
repetindo-se o procedimento de extracao anterior. Os extratos foram coletados em
tubo de ensaio graduado e o volume completado com agua “milli-Q” até atingir 10
mL. Apds, os extratos foram congelados para posterior determinagao de N-ureidico.

A reacao foi preparada em tubos de ensaio, com rolhas, onde foram
adicionados 0,1mL de extrato + 1,15 mL de agua “milli-Q” . Em seguida, foi
adicionado 0,25 mL de NaOH 0,5 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 a temperatura ambiente por alguns minutos. Apds, 0,25 mL de HCl
0,65 M foi adicionado, misturado e aquecido novamente, em banho-maria a 100 °C,
por 4 minutos. Apos resfriamento imediato em banho de gelo, durante 15 minutos,
foi adicionado 0,25 mL de tampao fosfato 0,4 M pH=7 + 0,25 mL de fenilhidrazina.
Apos agitacdo mecanica dos tubos, 1,25 mL de HCl concentrado e pré-resfriado +
0,25 mL de ferricianeto de potassio 0,05 M foram adicionados, misturados e deixados
a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da cor rosea foi feita em
espectrofotdmetro a 535 nm, usando-se agua “milli-Q” + reagentes como branco. A

concentracao de ureideos foi determinada a partir da curva padrdo obtida com

alantoina p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmoles de N-ureideo / kg
MS de tecido.




2.2.10 Determinacao do teor de clorofilas g, b e totais

A extracdo da clorofila foi feita pelo método descrito por ENGUEL & POGGIANI
(1991), com base no classico de ARNON (1949). 7 mg de folhas secas liofilizadas
foram maceradas em almofariz com acetona 80% (v/v) durante 5 minutos. Apds
centrifugacao a 8.000 rpm por 5 minutos, os teores de clorofilas foram medidos
através de leituras do sobrenadante em espectrofotometro a 645, 652 e 663 nm. As
concentragées de clorofila g, clorofila b e clorofilas totais foram determinadas

conforme as relagdes a seguir (WHITHAM et al., 1971):

(12,7 x Ass3 — 2,69 X Asas ) V
Clorofila @ = (1)
1000 W

(22,9 XA545 _ 4,68 XA563) \'
Clorofila b = (2)
1000 W

Ass2 x 1000 x V /1000 W
Clorofila total = (3)
34,5

onde: A = absorbancia 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 poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS) e B-2 mercaptoetanol

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida, em presenca de
SDS e de B-2 mercaptoetanol, foram conduzidos seguindo-se a técnica descrita por
LAEMMLI (1970), adaptada para uso de géis de separacao em placas. O gel de
aplicacao, contendo 3,5% de poliacrilamida, foi preparado com tampao TRIS-HCI 0,5
M, pH 6,8 e SDS a 1% (p/v). O gel de separacao, com gradiente de 5% a 17,5% de
poliacrilamida, foi preparado com tampao TRIS-HCI 3,0 M, pH 8,8, contendo SDS a

1% (p/v).

As amostras das farinhas dos nddulos e folhas liofilizadas (aproximadamente
2,5 mg/250 p L de "tampao de amostra" — (TRIS-HCI pH 6,8 contendo glicerol + SDS
+ 2-mercaptoetanol + azul de bromofenol) a serem submetidas a eletroforese foram
suspensas (misturados com agitagao) no tampao TRIS-HCI 0,0625 M, pH 8,3
contendo SDS a 1%. A cada suspensao foi 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 a amperagem constante (20
mA), com uma duracao média de 4 horas. Apos a corrida eletroforética, o gel foi
colocado para corar durante uma noite com "coomassie brilliant blue R-250" a
0,05%, preparado em metanol: acido acético : agua (5:2:5, v/v/v), sendo o
descoramento do gel feito numa mistura de metanol:acido acético: :agua (3:1:6
v/v/v). Albumina sérica bovina (66 KDa); Albumina de ovo (45 KDa); Gliceraldeido-
3-P-Dehidrogenase (36 KDa); Anidrase carbdnica de Bovino (29 KDa); Tripsinogénio
de pancreas bovino (24 KDa); Inibidor de tripisina de soja ( 20 KDa) e a-

Lactolbumina de leite bovino (14.2 KDa) foram usadas como marcadores de massa
molecular (SIGMA).
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2.2.12 Determinacao da composicao de aminodcidos totais em farinhas de nédulos e
folhas

As farinhas liofilizadas de folhas e nddulos foram hidrolizadas com HCl 6N, a
110 ©C, por aproximadamente 24 horas em ampdlas seladas e a vacuo. Em seguida,
o HCl foi removido por evaporacdao e o residuo foi analisado em um analisador
automatico de aminoacidos modelo Bio Chrom 20 (Pharmacia), apos diluicdo prévia.
As quantidades de massas de farinhas de folhas e nddulos foram inicialmente

testadas para se alcancar a maxima eficiéncia do equipamento. Juntamente com as
amostras, foram introduzidas amostras padroes dos aminoacidos conforme
MARQUEZ & MARIA (1996).




2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O experimento foi realizado em condicoes de casa de vegetacao, sob
condicdes climaticas proximas das condicoes naturais. Durante o periodo
experimental, prevaleceram temperaturas elevadas ao longo do dia (25 - 36 °C) e
da noite (25 - 28 °C), com a umidade relativa variando de 39 a 85 %. O estresse
hidrico foi imposto as plantas de feijao-de-corda a partir da suspensao da irrigagao.
Sob essas condigoes de alta demanda evapotranspiratdria e temperaturas elevadas,
observou-se, a partir de 24 horas de estresse, murchamento parcial das folhas
durante as horas mais quentes do dia. Ao final das tardes e inicio das manhas, o
turgor era recuperado parcialmente, ocorrendo um intenso movimento nas folhas

das plantas estressadas, na orientagao contraria a incidéncia da radiacao solar.

A partir do 2° dia de estresse, foi observado um aumento no murchamento e
paralisacao na expansao dos foliolos e reducao do crescimento (altura) das plantas.
No ultimo dia de seca (4° dia), houve déficit hidrico intenso, com perda total da
turgescéncia das folhas, ocorréncia de abscisao foliar, inicio de necrose em algumas
folhas e tombamento das plantas. Apds a reirrigacao, foi observada uma rapida
resposta em termos de recuperagao visual da turgescéncia das plantas, a qual
ocorreu apos cerca de uma hora.

Os efeitos mais evidentes do déficit de agua ocorreram sobre as taxas de
crescimento das plantas (g MS/planta/dia). No intervalo dos 4 dias de estresse, esses
valores médios foram 0,13 g MS/planta/dia e 2,37 g MS/planta/dia nos tratamentos
com déficit de agua e controle, respectivamente (Figura 1 A). Apds 24 horas de
reidratacao, os valores foram de 2,93 g MS/planta/dia e 4,44 g MS/planta/dia, nos
dois tratamentos, respectivamente. Esses resultados evidenciam a excelente
recuperacao nas taxas de fotossintese apresentadas pelas plantas de feijao-de-corda
quando reidratadas. E importante observar que as intensas reducdes nas taxas de
crescimento foram relacionadas com os decréscimos nas taxas de langamentos de

novos foliolos - indicado pela variagdo no numero de folhas (Figura 4 A) e pelo
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pelo decréscimo nas taxas de elongacdo - mostrado pela variagao na altura das
plantas (Figura 4 B). Esses resultados foram esperados e ja observados para a
maioria das plantas sob estresse hidrico severo (SCHULZE, 1986; TAIZ &
ZEIGER,1991; NOBEL, 1992; SALISBURRY & ROSSI, 1992).

O déficit de agua alterou significativamente a particdo de matéria seca das
partes vegetativas das plantas. Foi constatada uma alocacao preferencial de
assimilados para as raizes, indicada pelo decréscimo na relacdo parte aérea/raiz
(Figura 1 B), e variacdo nas massa seca de raizes (Figura 3 A), massa seca de folhas
(Figura 2 A), massa seca de caules (Figura 2 B) e massa seca de nodulos (Figura 3
8). E interessante observar que a excecdo das raizes, todas as outras partes das
plantas apresentaram redugdes nas massas seca acumuladas em relacao ao dia
micial do estresse. Esses resultados também estiveram dentro do esperado,
conforme ja observado por outros autores, particularmente em gendtipos mais
tolerantes as condicoes de seca. Inclusive, essa capacidade genético-fisiologica de
mostrar maior crescimento relativo nas raizes (menor relagao parte aérea/raiz) tem
sido utilizada para identificar materiais mais tolerantes a seca (TURNER, 1979;
JONES et al,, 1981; COSTA et al.,, 1991). Trabalhos com cultivares de feijao-de-corda
mais tolerante a seca tém mostrado existir uma relacao positiva entre o crescimento
radicular e o grau de tolerancia (GUIMARAES, 1988).

O maior crescimento das raizes das plantas estressadas ocorreu em
detrimento, principalmente, da massa de folhas (Figura 2 A) e dos nddulos (Figura 3
8). Resultados semelhantes foram relacionados com aumentos nos niveis de acido
abscisico em plantulas de milho submetidas & desidratacdo (SAAB et al, 1990). E
importante observar que a umidade das folhas praticamente nao variou durante o
periodo experimental (Figura 5 A), ratificando que feijao-de-corda apresenta um
mecanismo eficiente de manutencao do estado hidrico das folhas principalmente

através do controle na resisténcia estomatica e fluxo de agua, conseguindo manter o

potencial hidrico em niveis satisfatorios durante as fases de estresse (CANCIAN,
1978; SHOUSE, 1979; TURK & HALL, 1980a; TURK & HALL, 1980b; CARVALHO et
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al,, 1998). E interessante observar que o feijao-de-corda apresenta baixa capacidade
de ajustamento osmoético, conforme os resultados de Mc CREE & RICHARDSON,

(1987), quando comparam essa espécie com a beterraba agucareira.

Além da eficiéncia no controle dos estomatos, SHACKEL & HALL (1979),
observaram que Vigna unguiculata apresenta movimentos e orientagoes nos foliolos
capazes de reduzir a quantidade de radiacao incidente, estando de acordo com o
observado nesse trabalho. Por outro lado, as raizes de feijao-de-corda, cultivar Vita
7, apresentaram reducodes significativas no teor de umidade, variando de 91 a 42%
no intervalo de 4 dias de estresse (Figura 6 A). Nos nodulos, a umidade variou de 84
a 77% (Figura 6 B), mostrando que essas partes foram mais sensiveis a
desidratacao, em termos de perda relativa de agua. Trabalhando com Vicia faba
noduladas e submetidas a seca progressiva, GUERIN et al.,, (1990) observaram uma
correlagao positiva entre os potenciais hidricos das folhas e dos nddulos durante a
dessecacao. £ possivel que em nosso trabalho possa também ter ocorrido uma
relacao positiva entre os potenciais de agua nas folhas, os potenciais nos nodulos e o

teor de umidade nos nodulos (Figura 6 B).

As concentragoes de clorofilas a e clorofilas totais mantiveram-se praticamente
constantes durante o estresse hidrico e apds a rehidratacao (Figura 7 A e 7 B).
Alguns autores tém utilizado o "indice de estabilidade da clorofila" para identificar
cultivares mais tolerantes de feijao-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
periodo de déficit de agua. Outra evidéncia importante foi a intensa recuperacao nas
taxas de assimilacdo liquida (g MS/cm? folha/dia) apds a rehidratacdo, evidenciando
2 retomada nas taxas de fotossintese (dados ndao apresentados). Conforme sera

discutido no Capitulo 2, a recuperacdo mostrada na atividade de redutase de nitrato

nas folhas apds a rehidratagdo (Figura 15 A) também reforca a idéia de que a
integridade do sistema fotossintético foi pouco alterado (SINHA & NICHOLAS, 1981).
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Figura 1. Matéria seca total (A) e Relacdo parte aérea/raiz (B) de plantas de feijdo-
de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacao
apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as barras representam
0 desvio padrao. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico e (®—®)

corresponde ao controle.
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Figura 2. Matéria seca de folhas (A) e matéria seca de caules (B) de plantas de

feijdo-de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e
reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as barras
representam o desvio padrdo. (A A) representa o tratamento sob estresse hidrico
e (®—®) corresponde ao controle.
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Figura 3. Matéria seca de raizes (A) e matéria seca de nddulos (B) de plantas de
feijdo-de-corda submetidas a desidratagdo progressiva (seca) durante 4 dias e
reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as barras
representam o desvio padrao. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico

e (®—®) corresponde ao controle.
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Figura 4. Nimero de folhas (A) e altura (B) de plantas de feijdo-de-corda
submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo apds o 4°
dia. A seta indica o dia da reirrigacao das plantas e as barras representam o desvio
padrao. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico e (® —®) corresponde

ao controle.
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Figura 5. Umidade de folhas (A) e umidade de caules (B) de plantas de feijao-de-
corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacao
apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as barras representam
o desvio padrdo. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico e (@ ®)

corresponde ao controle.
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Figura 6. Umidade de raizes (A) e umidade de nddulos (B) de plantas de feijao-de-
corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo
ap6s o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as barras representam
0 desvio padrao. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico e (@ @)

corresponde ao controle.
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Figura 7. Concentracao de clorofila @ (A) e de clorofilas totais (B) em folhas de
plantas de feijdo-de-corda submetidas a desidratagao progressiva (seca) durante 4
dias e reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as
barras representam o desvio padrao. (A A) representa o tratamento sob estresse

hidrico e (® @) corresponde ao controle.
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O déficit de agua induziu incrementos acentuados nas concentragdes de
prolina livre, tanto nas folhas como nas raizes (Figuras 8 A e 8 B). E
interessante observar que decorridos apenas 24 horas apds o inicio da
suspensao da irrigacao a concentracao de prolina (mmol/kg MS) aumentou 3,8
e 8,7 vezes nas folhas e raizes, respectivamente. Nesse periodo, quando os
valores foram expressos na base de % de prolina em relacao ao total de
aminodcidos livres, os aumentos foram de 2,2 e 6,6 vezes para folhas e raizes,
respectivamente. Os valores maximos de acumulo relativo de prolina foram
atingidos praticamente 48 horas apds o inicio do estresse, tendendo a
estabilizar nas proximas 48 horas, a despeito do agravamento do estresse
hidrico (Figuras 9 A e 9 B).

Os incrementos maximos observados nas concentragdes relativas de
prolina livre (% do total de aminoacidos livres) foram de 2,8 e 12 vezes em
folhas e raizes, respectivamente (Figuras 9 A e 9 B). Nas folhas, o valor méximo
foi observado 48 horas apds o inicio do tratamento enquanto que nas raizes o
maximo ocorreu 72 horas apods a desidratacdo das plantas. Esses resultados
indicam que as plantas de feijao-de-corda responderam positivamente em
termos de acumulacdo de prolina em resposta ao déficit de agua. Entretanto,
essa espécie apresentou uma limitada potencialidade genético-fisiologica para
acumular esse aminoacido nas folhas, a despeito da progressdao da severidade
do déficit de agua (Figuras 8 A e 9 A).

Na realidade, quando expresso na base de massa seca, o incremento na
concentragao de prolina nas folhas foi maior. Entretanto, esses dados devem
ser observados com cautela tendo em vista a grande redugao no acumulo de
massa seca (cerca 2,1 vezes) e o aumento na concentracao dos aminoacidos
livres totais (Figura 10 A). Esses resultados estdo de acordo com outros

relatados para Vigna unguiculata, mostrando que a espécie apresenta uma

limitacdao aparente para produzir ajustamento osmaético nas folhas (Mc CREE &
RICHARDSON, 1987). Na realidade, o feijao-de-corda mantém o controle do
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potencial hidrico das folhas através de reducao no fluxo de agua a partir das
raizes (TURK & HALL, 1980b), aumento da resisténcia estomatica (CARVALHO
et al, 1998), além de movimentos orientados dos foliolos para redugao na
intercepcao da radiagao solar (SHACKEL & HALL, 1979).

E interessante observar os resultados apresentados pelas raizes quanto
30 ajustamento osmotico. Além de mostrar um acumulo de prolina 4,3 vezes
maior do que o das folhas (Figura 9 A e 9 B), deve ser ressaltado que as raizes
tiveram o crescimento (incremento de massa seca) aumentado pelo déficit de
agua (Figura 3 A). Assim, pode-se afirmar que nessa parte das plantas de
feijdo-de-corda ocorreu um intenso actimulo real de prolina livre em resposta a
desidratacdo, possivelmente como um mecanismo de ajustamento osmatico.
Além de prolina, observou-se também acumulacdo de aminodcidos livres totais,
porém em menor extensdo (Figura 10B). Essas observagbes evidenciam a
importancia desse 6rgdao como sensor de estresses, particularmente o déficit de
agua (SALISBURRY & ROSSI, 1992). Na realidade, o papel das raizes no
ajustamento osmatico ainda é pouco conhecido (JONES et al,, 1981; TAIZ &
ZEIGER, 1991).

Tendo em vista que o estresse hidrico restringe intensamente a
translocacdo de aminoacidos no floema a partir das folhas para as raizes
(HANSON & HITZ, 1982), e que as concentracoes de aminoacidos livres totais
das folhas aumentaram somente na proporcao das redugdes de sua massa seca
(Figuras 10 A e 2 A, respectivamente), deduz-se que 0s incrementos nas
concentragbes de aminodcidos e prolina livre, em particular, sdo produtos do
proprio metabolismo das raizes ou migracdo de aminodacidos de outras partes
da planta. Por outro lado, também deve ser descartada a possibilidade de que
0s mesmos possam ser produtos da degradacao de proteinas, tendo em vista
as altas taxas de crescimento apresentadas por esse orgao (Figura 3 A).

E possivel que possa ter ocorrido uma migracdao de aminoacidos a partir

dos caules para as raizes, tendo em vista que suas concentracoes foram
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ligeiramente diminuidas naqueles 6rgdos nas 48 horas apos o inicio do estresse
(Figura 11 A). Os nddulos devem ter contribuido significativamente como fonte
de compostos nitrogenados para as raizes. Durante o periodo de estresse, as
concentragbes de aminoacidos totais nos nodulos foram reduzidas
drasticamente (Figura 12 B), juntamente com a degradacao de algumas
proteinas indicadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 14) e
decréscimo nas concentragoes de proteinas soltveis (Figura 20 B- Cap. 2). Além
disso, os nddulos das plantas estressadas apresentaram atividade de redutase
de nitrato semelhante ao controle, sugerindo que essa parte da planta também
pode ter suprido as raizes com aminodcidos provenientes da assimilacao do
nitrato (Figura 15 B).

A origem metabolica e o possivel papel osmorregulador da prolina
durante o estresse hidrico ainda sdo incertos e motivos de especulacdes
(ASPINAL & PALLEG, 1981; STEWART, 1981; MORGAN, 1984; LEA, 1997). A
rota metabdlica mais provavel para a biossintese de prolina é a partir de
glutamato (VIEGAS et al, 1999). As outras vias possiveis sdo a partir da
citrulina, da degradagao de proteinas ricas em prolina ou da reducao nas taxas
de oxidagao de prolina (STEWART, 1981). As concentracoes relativas de prolina
total (% do total de aminoacidos) em folhas e nédulos ndo foram alteradas pelo
estresse hidrico (Tabela 2 e Tabela 3), indicando que a concentracdo desse
aminoacido nas proteinas totais ndo foi alterada. Na realidade, a composicao
relativa de todos os aminodacidos totais em folhas e nddulos ndo foi alterada
pelo estresse hidrico (Tabela 2 e Tabela 3), evidenciando que as principais
alteragbes no metabolismo dos aminoacidos, induzidas pelo estressse, devem
ter ocorrido na fracao "solGvel" (SILVEIRA, 1987).

As variacoes nas concentracoes de aminoacidos livres nos caules, em
funcao do tempo de estresse e da rehidratacdao, foram diferentes daquelas
apresentadas pelas folhas (Figuras 10 A e 11 A). Nos caules nao foi observado

acumulo de aminodacidos durante o periodo de desidratacdo. Por outro lado,

apos a reidratagdo a concentracdo dos aminoacidos livres foi reduzida
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aproximadamente em 50%, em relacdo as plantas anteriormente estressadas e
ao controle. Enquanto isso, foi verificada uma progressiva acumulagao de
ureideos nos caules durante o periodo dos 4 dias de desidratagao, atingindo um
valor maximo 4,5 vezes superior ao controle (Figura 11 B). Apds a reidratacao,
esse valor foi reduzido em, aproximadamente, 50%. Esses dados sugerem que
plantas noduladas de feijao-de-corda sob estresse hidrico podem acumular
grandes quantidades dos ureideos provenientes da fixagao simbidtica de N, e
nao degradados pelas alantoinases das folhas (SCHUBERT, 1986). Por outro
lado, os caules ndo acumularam aminoacidos, ao contrario, supriram suas

reservas principalmente para o crescimento da parte aérea apos a reidratacao.

Esses resultados estao de acordo com os apresentados por outros tipos
de estresses ambientais em que a composicao dos aminoacidos da fracdo
protéica é bastante estavel, enquanto a composicdo da fracao "soluvel" é
extremamente variavel (SILVEIRA & CROCOMO, 1989; RABE, 1993). Assim, é
provavel que o acumulo de prolina livre, principalmente nas raizes, deve ter
sido produto de sua biossintese na fracdo "soluvel" dos compostos
nitrogenados, provavelmente a partir de glutamato e citrulina. E interessante
observar que as concentracoes de prolina livre diminuiram drasticamente, em
folhas e raizes, apds 24 horas de rehidratacao (Figuras 8 A, 8 B, 9 A e 9 B).
Portanto, a magnitude e a rapidez das oscilagbes de suas concentragoes
sugerem um papel efetivo no ajustamento osmoético de feijao-de-corda.
Entretanto, a efetividade de sua presenca nos tecidos estressadas, assim como
sua origem metabdlica e os mecanismos de sinalizagdo molecular de percepgao
do estresse hidrico (BRAY, 1993), fogem dos objetivos deste trabalho.

Folhas e noddulos apresentaram diferentes respostas no perfil da
eletroforese das proteinas totais (Figuras 13 e 14). Nas primeiras, o estresse
hidrico induziu pequenas variagoes na intensidade visual das bandas protéicas,
- enquanto que nos nddulos foram visualizadas reducdes em diversas bandas,

principalmente 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 pela; variagdbes nas concentragbes de aminoacidos totais
(Figura 12 B) e de proteinas soliveis (Figura 20 B - Cap. 2). E interessante
observar que apods 24 horas de reidratacao, houve uma redugao acentuada na
intensidade visual de diversas bandas protéicas de folhas (Figura 13), paralelo
as diminuicdes nas concentracoes de proteinas soluveis (Figura 24 A - Cap. 2).

Os resultados anteriores sugerem que as proteinas dos nddulos foram
mais sensiveis ao déficit de agua, possivelmente pelo aumento na atividade de
proteases (SILVEIRA et al., 1999 a). Por outro lado, aparentemente, as
proteinas das folhas foram relativamente menos sensiveis a desidratacdo em
termos de degradacdo. Entretanto, apds a reidratacdo, € provavel que varias
fragoes protéicas tenham sido metabolizadas através do aumento no "turnover"
das proteinas. Esses resultados sdo esperados desde que o déficit de agua
provoca redugbes na intensidade de sintese de proteinas (BEWLEY, 1981; TAIZ
& ZEIGER, 1991; RABE, 1993) e aumentos na atividade de proteases (SINHA &
NICHOLAS, 1981; RABE, 1993). Os dados anteriores também estao de acordo
com a intensidade de retomada do crescimento em noédulos (Figura 3 B) e
folhas (Figura 2 A) apds a reidratacdo, tendo sido foi maior nas folhas.

Os resultados evidenciam que, a despeito da severidade do estresse
hidrico induzido, as plantas de feijao-de-corda, cultivar Vita 7, foram capazes de
apresentar excelente capacidade de recuperacdo a reidratacdo, mostrado pelo
aspecto visual na turgescéncia das folhas e incremento nas taxas de
crescimento, principalmente das folhas. Além disso, as concentracdes de
clorofilas foram mantidas constantes durante o estresse, sugerindo algum
mecanismo protetor para o aparato fotossintético. Da mesma maneira, a
relacdo proteinas/massa seca permaneceu praticamente constante nas folhas,
indicando uma certa estabilidade no balanco de proteinas/crescimento. Por

outro lado, os nddulos, aparentemente, foram mais sensiveis ao estresse, em

termos de crescimento e de alteracdes na integridade de suas proteinas.
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Além da excelente capacidad\e de manutencdo do estado hidrico da
planta, através do controle da abertura dos estomatos, movimentacdo das
folhas e controle no fluxo de agua para a parte aérea, como é conhecido na
literatura, as plantas noduladas de feijao-de-corda mostraram uma boa
capacidade de ajustamento osmatico nas folhas, possivelmente com a efetiva
participacao de prolina e possivelmente ureideos livres. Entretanto, foram as
raizes as partes mais ajustadas ao estresse hidrico, mantendo taxas de
crescimento superiores as do controle e excelente ajuste osmaético, a partir do

acumulo de prolina e aminoacidos livres.
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Figura 8. Concentracdo de prolina nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantas de
feijdo-de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e
reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as barras
representam o desvio padrao. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico

e (®—®) corresponde ao controle.
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Figura 9. Concentracao relativa de prolina (% do total de a.a livres) nas folhas (A) e
nas raizes (B) de plantas de feijao-de-corda submetidas a desidratacao progressiva
(seca) durante 4 dias e reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo
das plantas e as barras representam o desvio padrdo. (A A) representa o
tratamento sob estresse hidrico e (® —®) corresponde ao controle.
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Figura 10. Concentracdo de aminoacidos livres totais nas folhas (A) e nas raizes (B)
de plantas de feijao-de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante
4 dias e reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo das plantas e as
barras representam o desvio padrao. (A-—A) representa o tratamento sob estresse

hidrico e (® @) corresponde ao controle.
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Figura 11. Concentracdo de aminoacidos livres totais em caules (A) e concentracado
de ureideos em caules (B) de plantas de feijao-de-corda submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da
reirrigacao das plantas e as barras representam o desvio padrao. (A—A) representa

o tratamento sob estresse hidrico e (® @) corresponde ao controle.
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Figura 12. Concentracdo aminoacidos totais em folhas (A) e nddulos (B) de plantas
de feijao-de-corda submetidas a desidratacao progressiva (seca) durante 4 dias e
reidratacdo apds o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigagio das plantas e as barras
representam o desvio padrao. (A —A) representa o tratamento sob estresse hidrico

e (®—®) corresponde ao controle.
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FOLHAS

Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de SDS e B-
mercaptoetanol, da farinha de folhas de feijao-de-corda submetidas a
desidratagao e reidratacao.

M=marcador de massa molecular;

1,2,4,6,8,10 e 12=plantas controle (sem estresse hidrico);

3,5,7 e 9=plantas com 1,2,3 e 4 dias de desidratacao, respectivamente;

11 e 13=plantas com 1 e 2 dias apos a reidratacdo, respectivamente.
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Figura 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de SDS e B-
mercaptoetanol, da farinha de nddulos de feijdo-de-corda submetidas a
desidratacgao e reidratacao.

M=marcador de massa molecular;

1,2,4,6,8,10 e 12=plantas controle (sem estresse hidrico);

3,5,7 e 9=plantas com 1,2,3 e 4 dias de desidratacao, respectivamente;

11 e 13=plantas com 1 e 2 dias ap0ds a reidratacdo, respectivamente.
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Tabela 2 : Porcentagem de aminodcidos totais ( % do total de A.A.) de farinha de folhas de
plantas de feijdo-de-corda, submetidas a 4 dias consecutivos de estresse hidrico e reidratado
apds esse periodo (indicado pela seta).

C= controle E= estresse hidrico

TEMPO i

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 S5 5 6 6 6 6
Ser 6 6 6 6 5 5 5 6 5 S5 6 6 6 17
Glu + Gln 1 11 12 13 12 12 11 12 11 12 12 13 13 14
Pro T 1 8§ 7 10 1 11 1 B3 122 9 92 & 9
Gly 11 11 1m 1 9 9 10 10 10 10 11 10 11 11
Ala 1m 1 1010 9 9 10 10 16 10 10 10 10 10
Val 11 11 6 7 10 9 1 5 10 10 6 10 6 7
Met 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ile 4 4 4 4 4 3 4 4 3 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 s 4 S5 5§
His 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Lys 5 5§ 6 6 5 6 S5 6 5 5§ 5 5 6 6
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Tabela 3 : Porcentagem de aminodcidos totais (% do total de A.A.) de farinha de nddulos de
plantas de feijdo-de-corda, submetidas a 4 dias consecutivos de estresse hidrico e reidratado
apos esse periodo (indicado pela seta).

C= controle  E= estresse hidrico

TEMPO l
0 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 S 5 8§ 85 5 &5 5 S 5 .8

Ser 5 5 S 6 5 5§ 5§ 5§ 6 6 6 5 6 6

Glu + Gln 1m 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

Gly 9.9 g8 9 9 9 9 9 9 10 9 9 9 9

s
e
—
w
—
w
—
£
b
h
—
w
—
b
o
w
P
S
s
w
—
w

Ala 13 13 13

Val 10 10 10 7 11 7 11 7 6 8 7T 6 T 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 17 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 33 4 4 3 3 3
His 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. CAPITULO 2

“ASSIMILACAO DE NITROGENIO EM PLANTAS NODULADAS DE
FEIJAO-DE-CORDA [ Vigna unguiculata (L.) Walp] SUBMETIDAS AO
DEFICIT DE AGUA E A REIDRATACAO"

3.1 INTRODUCAO

As leguminosas, dentre as plantas superiores, sdo as Unicas capazes de usar
simultaneamente ou isoladamente as fontes de nitrato do solo ou de fertilizantes e
N, através da fixacdo simbiodtica em associagao com o rhizobio (VESSEY & WATERER,
1992). O Nitrato € a principal fonte de nitrogénio inorganico em solos cultivados.
Embora o nitrato iniba tanto a nodulacdgo como a fixacao de N, por meio de
mecanismos ainda desconhecidos, € observado que sua presenca em baixas
concentragbes € favoravel para o estabelecimento inicial de plantas noduladas
(SILVEIRA et al., 1998a). Por outro lado, é também observado que para uma espécie
de leguminosa a tolerancia ao nitrato para a nodulacdo depende da interacao
genética da cultivar e do tipo de estirpe envolvida na simbiose (WU & HARPER,
1990). A questao sobre a melhor fonte de N (NOs” ou N;) para uma leguminosa é
ainda uma razao de discussao, desde que vantagens e desvantagens existem para o
uso de qualquer uma dessas formas de nitrogénio de maneira isolada (SILVEIRA et
al, 1998a). Com relacado a Vigna unguiculata, tem sido observada uma alta
capacidade para nodulagao e fixacao de N, em um largo espectro de estirpes de
Bradirhizobium ssp , tanto em condigdes artificiais quanto em condigbes de campo
(ARAUJO & WATT, 1988).

Apesar de anos de pesquisa sobre o estudo do déficit hidrico em plantas
superiores, ainda ndo esta bem compreendido os processos moleculares que mais

rapidamente sdo afetados pelo estresse hidrico, como também os mecanismos
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iniciais de resposta molecular (BRAY, 1993). Em geral, € aceito que uma pequena
reducdo no fluxo de agua leva a uma reducdo das taxas de assimilagao
fotossintética do CO,, em reposta ao aumento da resisténcia estomatica (SCHULZE,
1986). A atividade de varias enzimas é reduzida pelo estresse hidrico. Uma das mais
sensiveis ao déficit de agua é a redutase do nitrato (EC.1.6.6.1), que catalisa a
reducdo do NOs a NOg, e que tem sido considerada como a reagao "marca passo"
da conversdo de N-nitrato para aminoacidos e, também, um passo limitante na
sintese de proteina (LEA, 1997). Em razao de ser, principalmente, uma enzima
induzida pelo substrato e ser regulada por varios fatores metabdlicos, a redutase do
nitrato (RN) tem mostrado um mecanismo complexo de regulagao pelo estresse

hidrico, devido aos efeitos diretos e indiretos envolvidos (FOYER ef a/., 1998).

O déficit hidrico induz uma abrupta reducdo nas taxas de absorgao e no fluxo
de nitrato das raizes para as folhas, fazendo cessar os mecanismos de sintese da
proteina RN e sua atividade catalitica (SHANER & BOYER, 1976a e b). De acordo
com os estudos de FERRARIO et al. (1998), com plantas de tabaco transgénicas, o
estresse hidrico, inicialmente, provocou um aumento no "turnover" (degradacao) da
proteina RN pelo aumento da atividade de proteases e somente 3 dias apds a
desidratacdao, a concentracao de RNA, da RN foi rapidamente reduzido. Isto nao
poderia, contudo, explicar a rapida recuperacdo da atividade da RN apds a
reidratacdo da planta. Os autores também observaram que a expressdo da redutase
do nitrato do tipo constitutiva, temporariamente, retardou as perdas induzidas pelo
estresse hidrico na atividade de RN e mais rapidamente recuperou a atividade da RN
apos a reidratacdao. Por outro lado, os nddulos de raiz de plantas leguminosas
poderiam exibir significantes niveis de RN do tipo constitutiva, ndo induzivel por
nitrato (SILVEIRA et al., 1998a).

A importancia e o papel fisioldgico para a reducdo do nitrato em nddulos

ativos, ainda sao desconhecidas, particularmente sob condicdes de estresse
ambiental (SILVEIRA et al., 1998a). O processo da fixacdo simbidtica de N, é
intensamente dependente da energia da fotossintese (GORGOCENA et al., 1997).
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Alguns pesquisadores tém mostrado que a reducdo na fixacdo de N, é relacionada
com a carga energética do nédulo e nas variagdes no suprimento de fotossintetatos
(PETTERSON et al,, 1979; FINN & BRUN, 1980). Por outro lado, o déficit de agua
induz uma grande reducgao nas taxas de fixacgdo de N, por meio de mecanismos
ainda ndo conhecidos (SPRENT, 1981; GUERIN et a/., 1990). O declineo nas taxas de
fixacgdo de N, em nddulos de soja submetidos a um déficit hidrico ndo foi
correlacionado com a disponibilidade de carboidratos dos nodulos (FELLOWS et al.,
1987). Além disso, o estresse hidrico induziu uma significante redugao (70%) na
atividade da nitrogenase (reducao de acetileno) bem mais do que nas taxas de
fotossintese (5%) de plantas de soja (DURAND et al,, 1987), sugerindo que outros
fatores, além daqueles relacionados com a fotossintese, deveriam estar envolvidos
com a reducdo na fixacdo de N,. O estresse hidrico também causa aumentos na
resisténcia de difusdo de O, através das células do cortex do nddulo para o tecido
central. Além disso, induz significantes redugbes na concentracdo de
leghemoglobina, possivelmente pela atividade de proteases (GUERIN ef a/, 1990).

Apesar da assimilacdo de nitrato e da fixacdo simbidtica do nitrogénio serem
processos antagonicos, em termos de consumo de energia e regulacdo inibitoria
(VESSEY & WATERER, 1992), é possivel que um equilibrio favoravel possa existir
entre essas duas fontes de N, principalmente quando na presenca de baixos niveis
de nitrato e em condicOes de déficit de agua. Nesta situacdo, a presenca do nitrato
poderia favorecer o ajustamento osmético das plantas noduladas sob estresse
hidrico. Entretanto, existem poucas informacoes sobre os efeitos € 0s mecanismos
do déficit de agua em relagdo a atividade de RN e a fixacao simbidtica do N, em
leguminosas noduladas em presenca de nitrato. Neste trabalho foram realizados
ensaios sobre alguns efeitos do déficit hidrico seguido da reidratacao sobre alguns
parametros relacionados com a assimilacdo do nitrogénio (NO3 + N;) em plantas

noduladas de Vigna unguiculata crescidas na presenca de nitrato.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 CondigGes do Experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Ceara (UFC) , em Fortaleza-Ce, no periodo de
outubro a dezembro de 1995. As temperaturas e umidades médias minimas (noite) e
maximas (dia), de dentro da casa de vegetacao, variaram de 25°Ca 36 °Ce 39% a
85%, respectivamente, durante o periodo experimental. O substrato utilizado para o
crescimento das plantas foi uma mistura de silica : vermiculita na proporgao de 1:2
(v:v), sendo a mesma lavada com agua destilada por 5 vezes e, posteriormente,
autoclavada por 20 minutos a temperatura de 120 °C e pressao de 1 atm. Utilizou-se
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 contrario, sendo a parte externa pintada com tinta cor

prata.

As partes dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de diametro,
perfazendo um volume de aproximadamente 800 cm® em cada parte. Os vasos foram
lavados internamente com hipoclorito de sddio comercial 20% (v:v). Cada vaso foi
irrigado com solucdo de CaS04 0,1 mM, até a saturacdo do substrato sdlido da parte
superior, para favorecer as condigdes de pH e suprimento de Ca*? para germinacio e
nodulacdo. Foi formecida solucao nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950)
modificada no Laboratdrio de Metabolismo e Fixacdo de Nitrogénio da UFC (LABFIX),
conforme a tabela 1, capitulo 1.

3.2.2 Material vegetal e estirpe utilizada

As sementes de feijao-de-corda [ Vigna unguiculata (L.) Walp], cultivar vita 7
foram procedentes do Centro Nacional de Pesquisa do Meio Norte/EMBRAPA,
Teresina, Piaui. Conforme descrito por FREIRE FILHO et a/. (1983), essa cultivar de
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feijao-de-corda é recomendada para cultivo tanto em condigdes de baixa disponibilidade
hidrica (sequeiro), como em condicdes de irrigacdo. Alguns trabalhos tém sugerido que
a cultivar vita 3 apresenta caracteristicas de tolerancia ao déficit hidrico em relagao as
cultivares vita 5 e vita 7 (GOMES FILHO et al. 1996). A estirpe de Rhizobium spp.
utilizada foi a Br 3256 fornecida pela Centro Nacional de Pesquisa em
Agrobiologia/EMBRAPA/ Rio de Janeiro, cuja planta hospedeira é Vigna unguiculata, de
origem africana (Zimbabue) a qual apresenta também a designacao de CB-756.

A estirpe foi crescida em meio YMB (DALTON, 1980) que foi utilizado como
inoculante liquido, tendo sido feita contagem de células conforme SOMASEGARAN &
HOBEN (1985) e padronizacio de 10° células/mL. Foram feitas 3 inoculacdes (1
mL/planta) :

12 inoculacdo : 2 dias apds o plantio
22 inoculacgao : 3 dias apos o plantio

32 inoculacdo : 4 dias apds o plantio

3.2.3 Delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial
tipo 2 x 7 x 1 (condigBes hidricas x tempo x cultivar), com 3 repeticdes. Foi utilizado um
tratamento controle (plantas somente inoculadas e sem a presenca de nitrato). A

comparacao entre as médias foi feita através do desvio padrao da média ao longo do

tempo.
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3.2.4 Conducao das plantas

As sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sddio comercial
(NaClO) 10 % (v/v), por 20 minutos sob aeracao forcada, sendo imediatamente lavadas
em agua destilada por 3 vezes para retirar o excesso do NaClO. Em seguida, as
sementes foram mergulhadas em agua destilada, com aeragdo forgada, por um periodo
de 20 minutos e lavadas por 5 vezes em agua destilada para embebicdo. As sementes
foram colocadas para germinar no proprio substrato, saturado no dia anterior com
CaS040,1 mM, sendo plantadas 6 sementes / vaso. Apds a emergéncia, foram mantidas

e inoculadas 2 plantas/vaso conforme descrito no item 2.2.

As plantas receberam nutrientes minerais na forma de solucao nutritiva (Tabela
1), através de sub-irrigacdo por capilaridade a partir da parte inferior dos vasos de
Leonard, sendo que na 12 semana a solucdo foi diluida 1/10, na 22 semana a solugao
foi diluida 1/5 e nas semanas seguintes a solucao foi empregada sem diluicao e
contendo 5 mM de NOs3". A solugao nutritiva foi trocada a cada 2 dias, sendo que na 12
semana foi fornecido apenas 1 mM de NO’; (exceto no controle com plantas somente

inoculadas). Foi anotado diariamente o valor de pH da solucao descartada.

Todos os dias foi feito adicdo de agua destilada através da parte superior até
completar o volume da solucdo contida na parte inferior. As temperaturas maximas e
minimas registradas no interior da casa-de-vegetacao durante o periodo experimental
sao apresentadas no apéndice 2. Semanalmente, houve rodizio, ao acaso, dos vasos
sobre as bancadas. Para tratamento fitossanitario, inseticida e fungicida foram utilizados
quando necessario, conforme recomendacdo do Setor de Fitossanidade do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFC.

No vigésimo oitavo dia apds a emergéncia das plantas (28° DAE) as plantas do

tratamento "estresse hidrico" foram submetidas a retirada da agua (solucdo) da parte

inferior dos vasos, permanecendo apenas com a agua retida na fase sdlida da parte
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superior durante 4 dias consecutivos e, apds esse periodo, reidratadas diariamente
durante 2 dias (reidratacao), enquanto que as plantas controle foram mantidas

diariamente na presenca de solu¢ao nutritiva.

3.2.5 Coleta das plantas e determinacao da massa seca

Foram feitas 7 coletas destrutivas, sendo que as plantas foram coletadas as
2:00 horas e separadas em raiz, caule com peciolos, folhas e nédulos. Em seguida, as
partes foram pesadas separadamente para determinacao da massa fresca. Tomou-se
uma amostragem de cada parte para determinar a porcentagem de umidade através da
determinacao da massa seca em estufa com circulacao forcada de ar a 70 °C, com
excecao dos nodulos, cuja massa seca foi determinada apods liofilizacdo. Determinou-se
ambém a altura das plantas, com o auxilio de uma fita métrica, e contou-se o niumero
de folhas. Imediatamente apds a coleta, as partes foram congeladas com N, liquido e
mantidas em freezer (-20 ©C) até a liofilizacdao para preparo da farinha das partes.

3.2.6 Determinacao da Atividade da Redutase do Nitrato em Folhas e Nodulos

Foi empregado o método /n vivo de HAGEMAN & HUCKLESBY (1971), modificado.
Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos foliares de 0,5 cm de diametro e,
aproximadamente, 200 mg de nddulos frescos em fatias finas. As amostras foram
colocadas em tubos de ensaio do tipo "vacutainer”, contendo 5 mL do tampdo de
reacao (tampao fosfato 0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNOs 50 mM e
cloranfenicol 15 mg/L) e estes cobertos com papel aluminio (tratamento escuro). Em
seguida, os tubos foram evacuados com o auxilio de uma bomba de vacuo, durante 2
minutos. Apds, 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 aliquotas de 1 mL de




119

tampao fosfato + 2 mL do extrato diluido + 1 mL de sulfanilamida 1% em HCI 24 M +
1 mL de N-1-naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02 % , totalizando um volume
final de 5 mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos. A
keitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm , usando-se agua “milli-Q + reagentes
como branco. A atividade da redutase do nitrato foi estimada através da producao de
NO"; no meio de reacdo, sendo expressa em mmoles de NO; /kg MF/ h, a partir de uma

curva padrao obtida com KNO; p.a (Sigma).

3.2.7 Determinacdo da atividade de glutamina sintetase (GS) em nddulos e folhas

Nodulos liofilizados foram triturados em almofariz, em banho de gelo, na
presenga de nitrogénio liquido. A 0,1 g de nddulo, 5 mL(2+2+1mL) de tamp3ao HEPES
0,1 M pH=8,0, contendo MgCl 10 mM + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na 0,2 M foram
adicionados. Apds maceragao por 5 minutos, a suspensao foi filtrada em pano fino de
séda e centrifugada a 30.000 x g, a 0°-4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante (citosol
livre de células) foi congelado para posterior determinacdo da atividade.

As folhas foram trituradas em almofariz, banho de gelo, com nitrogénio liquido.
A 0,2 g de folhas secas liofilizadas 5 mL (2mL + 2 mL + 1mlL/ 2 minutos cada) de
tampao de extragao TRIS-HClI 25 mM, pH=7,6, contendo 10 mM de MgCl; + 10 mM de
B-2-mercaptoetanol + PVP 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na foram adicionados. Apds
maceragao por 5 minutos, a suspensao foi filtrada em pano fino de séda e centrifugada
a 30.000 g (21.000 rpm), a 0 — 4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi congelado
para posterior determinagao da atividade de GS.

A atividade de GS nos nddulos e nas folhas foi determinada pelo método
biossintético do hidroxamato descrito em SILVEIRA et al. (1998). A reacao foi
preparada, em tubo de ensaio, com 600 pL de tampao de reacao TRIS-HCl 0,25 M,
pH=7,0 + 200 uL de glutamato de sodio 0,3 M, pH=7,0 + 200 pL de ATP 30 mM,
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pH=7,0 + 200 pL de Mg SO4 . 7 H0 0,5 M + 500 pL de extrato de nddulos ou folhas +
200 pL de solucdo de hidroxilamina (NH, OH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na proporgao 1:1
v/v). ApOs agitacao vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex e incubacao em banho-
maria, a 30 °C, por 30 minutos, 500 pL de solugao férrica [ FeCls.6 HO 10 % (p/v) em
HCl 0,2 M + acido tricloroacético 24 % (p/v) + HCl 50 % (v/v), na proporgao 1:1:1]
foram adicionados e a suspensao centrifugada a 7.000x g por 10 minutos. A leitura foi
feita em espectrofotometro a 540 nm, usando-se agua “milli-Q” (em substituicao ao
extrato enzimatico) + reagentes, como branco. A atividade da glutamina sintetase
(GS), foi determinada a partir da curva padrao de y-glutamil-hidroximato e os
resultados foram expressos em mmoles de y-glutamil-hidroximato / kg MS de tecido /
hora e mmoles de y-glutamil-hidroximato / kg de proteinas soliiveis 10~ / hora.

3.2.8 Determinagao da concentracdo de proteinas sollveis totais

As concentragbes das proteinas sollveis totais de nodulos e folhas foram
determinadas pelo método colorimétrico de BRADFORD (1976). Os nddulos liofilizados
foram triturados em almofariz em banho de gelo e na presenca de nitrogénio liquido (-
196° C). A 0,1 g de nddulos secos aliquotas de 2 + 2 + 1mL de tampao HEPES 0,1 M
pH=8 , contendo KOH 0,1M + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na 0,2 M foram adicionadas.
Apdos macerados durante 5 minutos, foram filtrados em pano fino de séda e
centrifugados a 30.000xg, a 0°-4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante (citosol livre de
células) foi congelado (-20 °C) para posterior determinacao de proteinas soluveis e
atividade de glutamina sintetase. As folhas recém-colhidas e congeladas foram
trituradas em almofariz em banho de gelo e na presenca de nitrogénio liquido (- 196°
C). A 1 g de folha fresca foi adicionado (2 + 2 + 1 mL) tampao Tris-HCl 25 mM,
pH=7,6, contendo MgCl; 10 mM + B-2-mercaptoetanol 10mM + EDTA-Na 5 mM + PVP

insolivel 5% (p/v). Apds triturado durante 5 minutos, o macerado foi filtrado em pano

fino de séda e centrifugados a 30.000x g, a 0°-4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi
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congelado para posterior analise. A reacdo foi preparada em tubo de ensaio, onde
foram adicionados 0,1 mL de extrato (diluiu-se quando necessario) + 2,5 mL do
| reagente de Bradford. As leituras foram feitas em espectrofotometro a 595 nm,
mantendo-se a faixa de 0,3 a 0,5 unidades de absorbancia, usando-se agua “milli-Q” +
reagente como branco. A concentragao de proteinas soltveis totais foi estimada a partir
da curva padrao construida com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultados foram

expressos em kg de proteina /kg MS. 107 de tecido.

3.2.9 Determinagao de NOs” em raizes, caules e folhas

Foram adicionados 100 mg de tecido vegetal liofilizado a tubos de ensaio com
rolha de borracha contendo 5 mL de agua “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
ressuspendido com outros 5 mL de agua “milli-Q”, sendo repetido o procedimento da
extracao anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em um tubo de ensaio
graduado e o volume foi completado com agua “milli-Q” até atingir 10 mL. Os extratos
obtidos foram congelados para posterior analise.

O método utilizado foi o de CATALDO et a/ (1975), sendo os valores das aliquotas
reduzidos para Ya dos mencionados por esses autores. A reacao foi preparada em tubo
de ensaio, contendo 100 pL do extrato + 200 pL de solugdo de acido salicilico 5 %
(p/v), marca Sigma, em acido sulfurico concentrado p.a. (Merck). Apds agitacdao
vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex os tubos foram deixados a temperatura
ambiente, por 20 minutos. Em seguida, lentamente, 4700 pL de NaOH 2 M foram
adicionados sob agitagao para atingir pH acima de 12. Apds repouso a temperatura

ambiente durante 15 minutos, as leituras foram feitas em espectrofotometro a 410 nm,
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usando-se agua “milli-Q" + reagentes, como branco. A concentragdo de NOs foi
determinada a partir da curva padrao com KNOs p.a (Sigma) e os resultados foram

expressos em mmoles de NO3 / kg MS de tecido.

3.2.10 Determinagdo da concentragao de leghemoglobina em nodulos

O método colorimétrico da cianometahemoglobina de WILSON & REISENAUER
(1963) e DAKORA (1995), com algumas modificacées, foi empregado. 0,2 g de nédulos
secos liofilizados foi macerado juntamente com 10 mL de solucao de DRABKIN [KCN 0,8
mM + KsFe(CN)¢ 0,6 mM + NaHCOs3 12 mM] por 3 vezes consecutivas (3 mL + 3 mL +
4 mL, durante 2 minutos em cada porcao) . Apds centrifugagao a 500x g por 15
minutos, o volume foi completado com solugao de Drabkin para 10 mL, e novamente
centrifugado a 30.000x g, a 0°-4 °C, por 30 minutos. A leitura do sobrenadante foi feita
em espectrofotometro a 540 nm, usando-se a solucdo de Drabkin como branco. A
concentracao de leghemoglobina foi determinada a partir da curva padrao de
hemoglobina e os resultados expressos em kg de leghemoglobina /kg MS 107 de
nédulo.

3.2.11 Determinagao de ureideos na seiva do xilema

A andlise foi feita pelo método colorimétrico de VOGELS & VAN DER DRIFT
(1970), baseado na hidrdlise da alantoina até glioxilato. Para a coleta da seiva do
xilema, as plantas foram transferidas para o laboratorio, as 9:00 hs da manha. Todos os
vasos foram colocados em presenca de agua destilada durante 30 minutos com
finalidade de induzir a pressao radicular. Apds isso, as plantas foram cortadas com uma

lamina na altura do nd cotiledonar, procedendo-se a lavagem e secagem do local do

corte com papel de filtro. A seiva exsudada foi coletada com o auxilio de seringas
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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 a aproximadamente —20 °C, até o momento da andlise.

Para a andlise, a 5 puL de seiva do xilema + 745 pL de agua “milli-Q” foram
adicionados 250 pL de NaOH 0,5 M . Apds, agitacdo 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. Apds agitagdo e novo
aquecimento em banho-maria a 100 °C durante 4 minutos e resfriamento em banho de
gelo, foram adicionados 250 uL de tampao fosfato 0,4 M pH=7 (Na;HPOs . 7 H,O +
NaH;POs . H,0 ) + 250 p L de fenilhidrazina (0,066 g/20 mL de H;0) . Os tubos foram
deixados a temperatura ambiente por 5 minutos e, entdo, colocados em agua gelada. A
seguir, 1250 puL de HCl concentrado p.a, pré-gelado + 250 plL de ferricianeto de
potassio (0,417 g / 25 mL de H,0) foram adicionados. Os tubos foram retirados da agua
gelada e agitados em agitador de tubos tipo vortex e deixados a temperatura ambiente
por 15 minutos, até desenvolverem cor rosea ou vermelha. As leituras foram feitas em
espectrofotometro a 535 nm, usando-se agua “milli-Q” + reagentes, como branco. A

concentragao de N-ureideo foi determinada a partir de uma curva padrao com alantoina

p.a.(Sigma). Os resultados foram expressos em mmoles de N-ureideo / L de seiva.




3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste experimento, foram avaliados os impactos relativos da seca
(desidratacdo) progressiva e da reidratacdo sobre a assimilacdo do nitrogénio
oriundo tanto da reducdo assimilatoria do NO's como da redugao assimilatoria do N»
(fixacdo simbidtica de N,), quando plantas noduladas de feijao-de-corda, cultivar Vita
7, foram supridas, simultaneamente, com essas duas fontes de N inorganico. Assim,
procurou-se comparar a sensibilidade e a capacidade de recuperacao de cada um
desses processos diante de uma situagdo de seca/reidratacao em curto periodo de

tempo.

A reducao assimilatoria do nitrato, estimada através da atividade da redutase
de nitrato - aRN ("in vivo"), em folhas e nddulos e pelas variagbes nas concentragoes
de nitrato em raizes, caules e folhas, mostrou respostas bastante diferentes em
relacdo a seca/reidratacdo. Nas folhas, aRN foi extremamente sensivel ao déficit de
agua, caindo para valores de 20% do controle apds 24 horas de estresse, sendo, em
seguida, praticamente reduzida a zero. Entretanto, a atividade da enzima mostrou
uma excelente recuperagao a reidratacao, alcancando 75% da atividade do controle,
apos 24 horas de reidratacdao (Figura 15 A). Esses resultados foram semelhante a
outros relatados na literatura para varias espécies vegetais, mostrando que aRN é
extremamente sensivel a desidratacdo (SINHA & NICHOLAS, 1981; SALISBURRY &
ROSSI, 1992; RABE, 1993; FERRARIO ef a/, 1998; FOYER et al., 1998).

Durante o periodo de déficit hidrico as concentracdes de proteinas sollveis
nas folhas nao foram reduzidas (Figura 20 A), assim como as concentragbes de
aminoacidos totais (Figura 12 A- Cap. 1) e intensidade das bandas da eletroforese
das proteinas totais (Figura 13 - Cap. 1). Assim, é provavel que o intenso decréscimo
na aRN das folhas provocados pelo défict de agua tenha sido induzido,
principalmente, pelas redugdes no fluxo de NO'3 a partir das raizes, em fungao da
diminuicao nas taxas de transpiragao (SHANER & BOYER,1976a; SHANER & BOYER,
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1976 b; SILVEIRA et al., 1998 a; SILVEIRA et al.,1999 b). E possivel que aumentos
na atividade de proteases de RN aumentem o "turnover" da enzima (FERRARIO et
al, 1998) ou o aumento na concentracdo de proteinas inibidoras de RN também
possam ter contribuido para o decréscimo da aRN (SINHA & NICHOLAS, 1981;
ABROL, 1990; FOYER et al, 1998). Outra possibilidade seria reducdo na sintese da
proteina RN e de seu RNA, provocadas pelo decréscimos no fluxo de nitrato
(FERRARIO et al., 1998).

A questdo da regulagdo da aRN sob condiges de déficit de agua é muito
ampla e complexa. Além da disponibilidade de NADH e NO’; (WALLACE, 1987),
diversos outros fatores como concentracao de hexoses-fosfato e glutamina
(LEA,1997), taxas de fixacao fotossintética de CO, (FOYER et al., 1998) e intensidade
de radiacdo (ABROL, 1990) podem afetar a sintese, concentracdo, estado de
ativacao ou degradacao da enzima (LEA, 1997), alterando, por conseguinte, sua
atividade. Evidéncias experimentais tém mostrado que aRN é coordenada com o
metabolismo do carbono, através da atividade de sacarose fosfo-sintetase, durante o
déficit de agua (FOYER et al, 1998). Entretanto, nessas condicoes de estresse, o
decréscimo abrupto no fluxo de NO'; e a intensa atividade de proteases sobre RN,
devem ter atuado como os fatores mais importantes na diminuicdo da aRN das
folhas (FERRARIO et a/,, 1998)

Neste trabalho, a intensa reducdo na aRN nas folhas (Figura 15 A) foi
acompanhada de intensa acumulacago de NO’; nas raizes (Figura 16 B) e de
pequenas variagoes nas concentracoes em folhas (Figura 16 A) e nos caules (Figura
17 A), corroborando a hipdtese de que as reducoes no fluxo transpiratorio do nitrato
s30 as principais causas para os decréscimos iniciais na aRN induzida pelo déficit de
agua (VIEGAS et al,, 1999; SILVEIRA et al, 1999 b). E interessante observar que a
partir das 24 horas iniciais do déficit de dgua as concentracoes de NO'3 nas raizes
permaneceram praticamente constantes (Figura 16 B), enquanto que nas folhas
(Figura 16 A) e nos caules (Figura 17 A) as concentracdes aumentaram

progressivamente. Esses resultados sugerem que durante os 4 dias de estresse
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houve transporte de nitrato das raizes para a parte aérea, sem, contudo, induzir
variagdes na aRN das folhas (Figura 15 A). E provavel que esse fluxo de NO'3 tenha
ocorrido nas horas de baixa insolacao. Neste caso, RN nao seria induzida,
possivelmente, por limitagdo de outros fatores tais como luz, disponibilidade de

fotoassimilados ou inativacao da enzima.

A RN apresentou rapida e intensa recuperacdo de sua atividade apds a
reidratacdo (Figura 15 A). Entretanto, entre 24 e 48 horas ap0s a reirrigagao, nao
foram observadas diferencas na aRN, cuja atividade se estabeleceu em torno de
75% do controle. Pararelamente, ocorreu intensa reducao nas concentragdes de
nitrato em folhas (Figura 16 A) e nos caules (Figura 17 A) nas primeiras 24 horas.
Esses dados evidenciam que o feijao-de-corda apresentou excelente capacidade de
remobilizacdo do nitrato armazenado nos vacuolos. Por outro lado, a aparente
estabilizacago da aRN em 75% sugere uma possivel limitacdo no sistema de
assimilagao de nitrato em paralelo com as taxas de assimilacao de CO, (FOYER et al.,
1998). Esses resultados estao de acordo com a auséncia de variagbes nas
concentragdes de aminoacidos totais nas folhas (Figura 12 A - Cap. 1), evidenciando
que o feijao-de-corda apresenta um equilibrio entre as taxas de assimilacdo de N e
as taxas de fotossintese (SILVEIRA et al., 1989).

A atividade de RN nos nddulos foi ligeiramente estimulada pelo déficit de
agua, sendo também levemente reduzida apods a reidratacdo (Figura 15 B). Dessa
maneira, a manutencao de RN ativa nos nddulos durante o periodo de seca pode ter
sido importante no suprimento de N reduzido para o crescimento das raizes, as quais
mostraram incremento de massa seca (Figura 3 A- Cap. 1). Comparando a aRN dos
nodulos com as de folhas, foi visto que os valores para folhas foram cerca de 2 vezes
maiores, além da massa dos nddulos representar apenas 10% em relacdo a massa
total das folhas (Figuras 2 Ae 3 B Cap. 1). Portanto, na base de massa, a aRN dos
nodulos representou somente cerca de 5% da aRN maxima das folhas. E possivel
que a RN presentes nos nddulos de feijao-de-corda seja do tipo constitutiva (ndo
induzivel por NO’3), conforme ja observado para outras leguminosas (SILVEIRA et

al., 1998 a). Dessa maneira, a aRN seria menos afetada pelo déficit de agua do que
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a de folhas, que possue RN predominantemente do tipo induzivel pelo substrato
(SILVEIRA et al., 1998 a).

A assimilacgdo de amoénia nas folhas, estimada através da atividade de
glutamina sintetase (aGS), mostrou resultados diferentes daqueles da aRN. Apds 24
horas de estresse, foram observados aumentos na aGS e ligeiras redugbes apds a
reidratacao (Figura 18 A). Por outro lado, as concentragbes de proteinas soltveis nas
folhas decresceram somente apds 72 horas de estresse, nao havendo recuperacao
apds a reidratacao (Figura 20 A). Esses resultados evidenciam que aGS deve ter
exercido um papel importante na reassimilacdo de aménia proveniente do aumento
no "turnover" de proteinas e catabolismo de aminoacidos (LEA, 1993; LEA, 1997)
induzidos pelo estresse hidrico nas folhas. E interessante observar que, apos 24
horas de reidratagado, as concentracdes de proteinas sollveis das folhas decresceram
abruptamente (Figura 20 A) sendo o mesmo observado no perfil da eletroforese das
proteinas totais (Figura 13 - Cap.1). Isso corrobora com a idéia anterior de ter
ocorrido um intenso "turnover" das proteinas durante o déficit de agua e logo apds a
reidratacao.

E possivel que nas condigdes de déficit de 4gua e de temperaturas elevadas a
fotorrespiragao possa ter sido estimulada, em relacgdo a fotossintese, devido
redugbes na atividade carboxilase de RUBISCO, induzindo aumentos nas
conicentracbes de amonia proveniente da oxidacdo de glicina. Dessa maneira, 0s
aumentos na aGS poderiam estar relacionados com os provaveis incrementos nas
concentragdes de glutamato e amoénia da fragao "soluvel". Como conseqiiéncia do
estimulo da via GS/GOGAT (glutamina sintetase/glutamato sintase), poderia ocorrer
aumentos na biossintese de prolina, a partir de glutamato (LEA, 1993; LEA 1997).
Trabalhos recentes com plantas jovens de cajueiro submetidas a salinidade com NaCl
tém mostrado resultados semelhantes (VIEGAS & SILVEIRA, 1999), os quais
reforcam a hipdtese de que a fotorrespiracdo pode contribuir com precursores para a

biossintese de prolina em condicdes de déficit de agua.
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A assimilacdo do N proveniente da fixacdo simbidtica de N, foi estimado a
partir das variacdes nas concentragbes de ureideos do xilema das raizes. Esse
parametro tem apresentado otimas correlagdes com as taxas de fixagao de N, em
diversas leguminosas (PEOPLES et al, 1989; DAKORA, 1995). Nas leguminosas
tropicais, como soja e feijdo-de-corda, a concentragao de ureideos tem apresentado
também otimas correlagbes com a fixagao de N, (NEVES & HUNGRIA, 1987;
HUNGRIA et al, 1994). Outros parametros relacionados com as taxas de fixagao
simbidtica também foram avaliados, como atividade de glutamina sintetase nos
nodulos (SILVEIRA et al, 1998 b; SILVEIRA et al, 1999 a) e concentracao de
leghemoglobina (HUNGRIA ef al, 1994; DAKORA, 1995; RODRIGUES et al., 1998).
Na realidade, existe muito poucos relatos na literatura sobre a variacao desses
parametros em relacdo a fixagdo de N, sob condicbes de estresses ambientais
(SPRENT, 1981; PEOPLES et al., 1989).

O estresse hidrico provocou intensas reducdes nas concentracdes de ureideos
na seiva do xilema e de leghemoglobina nos nddulos (Figuras 21 A e 22 A). As
concentracoes de ureideos, contudo, foram mais afetadas pelo déficit de agua. Apos
24 horas, essa concentracdo foi reduzida 2,4 vezes. No 4° dia de estresse, a
concentracdo de ureideos representava somente 20% do controle, enquanto que a
de leghemoglobina representava 51% do controle. E interessante observar que apds
24 horas de reidratacdo, as concentracoes de ureideos e leghemoglobina
representavam 33% e 76%, do controle, respectivamente. Portanto, a concentracao
de leghemoglobina mostrou maior recuperacao diante da reidratagao, principalmente
quando expressa em relagdo a proteinas soliveis (Figura 22 B), em relacdo a
concentragao de ureideos (Figura 21 B).

Por outro lado, a massa seca dos nddulos mostrou apenas uma discreta
recuperacdo apos a reidratacdo (Figura 3B - Cap. 1). Desse modo, é provavel que as
concentragbes de ureideos nas plantas estressadas reflitam mais fielmente as
variagdes nas taxas de fixacao de N, do que as de leghemoglobina. Neste caso, os
processos de fixacdo simbidtica de N,, assimilacdo da amonia e conversdo até

ureideos foram, aparentemente, afetados mais lentamente pelo estresse hidrico
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progressivo, quando comparado com a assimilacao do NO; nas folhas (Figura 15 A).
Entretanto, é possivel que a recuperacao no sistema de fixacdo de N; e exportacao
de ureideos em noddulos de feijao-de-corda tenha sido mais lenta que a
correspondente recuperacao na atividade de redutase de nitrato e mobilizacao de
nitrato a partir da absorcdo pelas raizes e remobilizacao daquele armazenado nos
vacuolos das partes vegetativas.

A hipdtese levantada anteriormente é reforcada pelos resultados de proteinas
totais em folhas e nédulos apresentados no Capitulo 1. As proteinas dos nddulos
foram mais intensamente degradadas durante o déficit de agua (Figuras 12 B e 14 -
Cap. 1). As concentragdes de proteinas soltveis, inclusive a atividade de GS dos
nddulos, caem bruscamente a partir de 48 horas de estresse hidrico sem mostrar
nenhuma tendéncia de recuperacdo apos a rehidratagao (Figuras 20 B e 19 A e B).
Esse quadro sugere que o balanco de proteinas dos nodulos é mais intensamente
alterado do que o de folhas. Dessa maneira, poderia ser explicado, de um lado, a
maior sensibilidade de RN as pequenas variagdes no estado hidrico da planta, de
outro lado, a menor recuperacao na fixacao de N; apds a reidratacdo. Na realidade,
nao foi encontrado na literatura nenhum trabalho comparando esses dois processos
diante do déficit de agua e reidratagdo.

Trabalhos utilizando plantas de soja noduladas e submetidas ao déficit de
agua tém mostrado que as taxas de fotossintese foram muito menos sensiveis a
desidratacao do que a atividade de nitrogenase (reducao de acetileno) (DURAND et
al., 1987). Por outro lado, a diminuicao na atividade dos nddulos ndo foi relacionada
com a disponibilidade de fotoassimilados provenientes da fotossintese (FINN &
BRUN, 1980; FELLOWS, et al, 1987). Esses resultados sugerem que o déficit de
agua deve alterar outros processos diretamente relacionados com a fixacdo de N,.
Em Vicia faba submetida a déficit de agua progressivo ocorreu diminuicdo
proporcional nas concentragdes de proteinas solGveis e leghemoglobina nos nédulos,

acompanhando as variagoes na atividade de nitrogenase (GUERIN et al., 1990). Os

autores sugerem que o suprimento de O, para a respiracdao dos bacterdides pode ter
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sido limitado pelo aumento na resisténcia a difusdo de O, nas células do cortex e

diminuicao na concentragao de leghemoglobina.

Apesar da concentracao de leghemoglobina ter diminuido progressivamente
em fungdo do agravamento do déficit de agua (Figura 22 A e 22 B), houve uma
intensa recuperacao dos niveis apos a reidratacdo. Apos 24 horas da reirrigacao, as
concentracoes de leghemoglobina nas plantas estressadas representavam 76 % e
124%, em relacdo ao controle, quando expressas em relagdo a massa seca e
proteinas solliveis totais, respectivamente. Esses resultados evidenciam que a sintese
"de novo" de leghemoglobina recebeu uma certa preferéncia na hierarquia de
recuperacao na recomposicao das proteinas dos noddulos. Infelizmente, essas
observagbes ndo foram ratificadas pelo perfil da eletroforese, obtido devido a baixa
resolucao das bandas correspondentes a leghemoglobina - massa molecular aparente
proximo de 16 kDa (Figura 14 — Cap. 1).

Leghemoglobina de noddulos de mucuna preta (Styzolobium aterrimum),
separada por DEAE-celulose e visualizada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, em presenca de SDS, apresentou 5 isoformas de mesma massa
molecular, aproximadamente 16 kDa, sendo que a banda correspondente a
leghemoglobina total exibiu a mesma massa molecular (BARBOSA & MEIRELLES,
1994). Essas isoformas expressam-se na maioria das leguminosas, senda a
concentragao de cada uma delas dependente do estadio de desenvolvimento da
planta nodulada (APPLEBY, 1984). Alguns trabalhos tém demonstrado que as
isoformas apresentam afinidades diferentes pelo O, (APPLEBY, 1984; MARTIN et al.,
1990). Por outro lado, na literatura consultada nao foi encontrado nenhum trabalho
relacionado a dinamica da sintese/degradacdo de leghemoglobina diante do estresse
hidrico. Entretanto, trabalhos futuros sobre esses aspectos e outros relacionados com
0 estresse salino estao sendo desenvolvidos no Laboratério de Fixacao e
Metabolismo do N (LABFIX) da UFC.

A aGS nos nddulos decresceu progressivamente, em fungao dos dias de

estresse, principalmente quando expressa em relagdo a massa seca (Figuras 19 A e
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19 B). No 4° dia de estresse hidrico, aGS representava 75% daquela do controle. e
interessante observar que aGS continuou a cair apds a reidratacdo. Apds 48 de
reidratacdo, aGS representou apenas 56% do controle. Quando a aGS foi expressa
em relacgdo a proteinas soliveis, os decréscimo foram menos acentuados,
evidenciando que a diminuicado em sua atividade pode ter sido relacionado com a
degradacao da proteina GS e outras proteinas sollveis, provavelmente pelo aumento
na atividade de proteases. Nodulos que apresentam aumentos na atividade de
proteases acidas induzidos por senescéncia precoce mostraram decréscimos nas
concentragoes de leghemoglobina e glutamina sintetase (PLADYS & VANCE, 1993).

A variagdo na aGS nos nodulos foi diferente daquela apresentada pela
concentracdao de ureideos na seiva do xilema (Figuras 19 A e 21 A). Enquanto a
primeira mostrou uma tendéncia de diminuicdo lenta e progressiva, inclusive apds a
rehidratacao, os ureideos mostraram um decréscimo mais rapido e mais acentuado,
com uma ligeira tendéncia de recuperacao apos a reidratacdo. A despeito da aGS nos
nodulos estar positivamente relacionada com as taxas de fixagago de N, em caupi,
soja e feijao (SILVEIRA et al, 1998 b; RODRIGUES et al, 1999; SILVEIRA et al.,
1999 a) e em outras leguminosas (HUNGRIA et al, 1994) sob condicbes normais.
Nas condigbes de estresse hidrico, entretanto, essa relacao pode nao ter ocorrido,
tendo em vista que a desidratagao pode ter afetado diferentemente a atividade de

nitrogenase e da aGS.

Apesar dos ureideos da seiva do xilema serem originados da glutamina
oriunda da aGS nos nddulos, a partir de algumas reacdes parciais (SCHUBERT,
1986), é provavel, nesse trabalho, que sua concentracdo esteve mais diretamente
relacionada com a atividade de nitrogenase e as taxas de fixacao de N, do que a
aGSs, conforme foi observado em leguminosas tropicais, inclusive Vigna unguiculata,
cultivadas em condicoes normais (NEVES & HUNGRIA, 1987; HUNGRIA et al., 1994;
DAKORA, 1995). As concentracdes ou os fluxos de ureideos mensurados na seiva do
xilema (mmol de ureideos/mL de seiva/hora) incorporam as quantidades de ureideos

armazenados no xilema das raizes, oriundos da fixacdo de N,. Esse parametro tem




132

apresentado Stimas correlagdes com a fixagdo de N, utilizando-se o "N, como
marcador (PEOPLES et al., 1989).

As concentragbes de proteinas soluveis nos nodulos apresentaram grandes
decréscimos apds 72 horas de seca (Figura 20 B), semelhante ao observado para as
concentragoes de aminoacidos totais (Figura 12 B - Cap 1) e perfil da eletroforese
das proteinas totais (Figura 14 - Cap. 1) durante o periodo de desidratagdo. Apos a
reidratacdo, ocorreu uma ligeira recuperacdao nas concentragdes de aminodacidos
totais e na intensidade das bandas protéicas da eletroforese. Esses resultados
evidenciam que durante o estresse hidrico ocorreu um intenso processo de
degradacao de proteinas e, possivelmente mobilizagdo de aminodacidos dos nddulos
para o crescimento das raizes (Figura 3 A - Cap. 1). Dessa maneira, é provavel que
as concentracoes de ureideos na seiva das plantas estressadas podem ter refletido,
pelo menos em parte, as taxas de fixacao de N,.

A despeito de nao ter sido possivel mensurar diretamente ("in situ") as taxas
de reducao e assimilacdo de NO; e de N, as variagdes nos paramentros analisados
sugerem que as duas fontes e vias de utilizacdo de N inorganico foram bastantes
sensiveis ao déficit de agua em feijdo-de-corda. Aparentemente, a reducdo e
assimilagao do nitrato nas folhas foi mais sensivel, porém, mostrou uma recuperacao
mais rapida apds a reidratacdo. A reducdo e assimilacdo do N, nos nddulos pareceu
decrescer mais lentamente, mas sua recuperacao, por sua vez, aparentemente foi
mais lenta. A reducao do nitrato nos nddulos, possivelmente por RN do tipo
constitutiva, pode ter sido uma fonte alternativa de N reduzido para o crescimento

das raizes sob condicoes de estresse hidrico.

A maior sensibilidade da assimilagao do nitrato nas folhas deve ter sido
relacionado com a intensa dependéncia da aRN quanto ao fluxo de NO'3 das raizes
para as folhas, e em menor extensado, pela provavel degradacdo da enzima pela acao
de proteases. Por outro lado, a intensa recuperacao na aRN deve ter sido devido ao
rapido restabelecimento do fluxo de NO’;, associado com a recuperagao da

turgescéncia, transpiragao e fotossintese, e rapida recuperacdao na sintese da
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proteina RN. Por sua vez, o provavel aumento da atividade de proteases nos
nodulos, induzido pelo estresse hidrico, deve ter sido relativamente mais lento,
porém provocando redugdes gradativas nas concentracoes de importantes nodulinas,
tais como leghemoglobina e glutamina sintetase. Assim, a recuperacao da atividade
do nddulo foi mais lenta, possivelmente, por envolver a sintese "de novo" de diversas

proteinas.
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Figura 15. Atividade /n vivo de redutase de nitrato em discos de folhas (A) e em
fatias de ndodulos (B) de plantas de feijdo-de-corda submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 4 dias e reidratagao apds o 4° dia. A seta indica o dia da
reirrigacdo e as barras o desvio padrao. (A-—A) representa o tratamento sob
estresse hidrico e (® @) corresponde ao controle. Os valores correspondentes a
100% de atividade do controle foram de 1,80 e 0,98 mmoles de NO7 / kg MF /
hora, para folhas e nddulos, respectivamente.
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Figura 16. Concentracdo de nitrato em folhas (A) e raizes (B) de plantas de feijao-
de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo
apos o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo e as barras o desvio padrao. (A—A)
representa o tratamento sob estresse hidrico e (@ @) corresponde ao controle.
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Figura 17. Concentracao de nitrato em caules de plantas de feijao-de-corda
submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo apos o 4°
dia. A seta indica o dia da reirrigacdo e as barras o desvio padrao. (A—A)
representa o tratamento sob estresse hidrico e (@ —®) corresponde ao controle.
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Figura 18. Atividade de glutamina sintetase em folhas, em relacdo a massa seca (A)
e em relagdo a proteinas soltveis totais (B) de plantas de feijao-de-corda submetidas
a desidratagdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo apds o 4° dia. A seta
indica o dia da reirrigacdo e as barras o desvio padrao. (A —A) representa o
tratamento sob estresse hidrico e (®—®) corresponde ao controle.
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Figura 19. Atividade de glutamina sintetase em nédulos, em relagdo a massa seca

(A) e em relagdo a proteinas sollveis totais (B) de plantas de feijao-de-corda
submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo apds o 4°
dia. A seta indica o dia da reirrigacao e as barras o desvio padrdao. (A —A)
representa o tratamento sob estresse hidrico e (® @) corresponde ao controle.
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Figura 20. Concentracdo de proteinas solliveis totais em folhas (A) e nédulos (B)
de plantas de feijao-de-corda submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante
4 dias e reidratacdo apos o 4° dia. A seta indica o dia da reirrigacdo e as barras o
desvio padrao. (A—A) representa o tratamento sob estresse hidrico e (® @)

corresponde ao controle.
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Figura 21. Concentragao de ureideos da seiva do xilema (A) e de ureideos da seiva
do xilema apds a reidratacdo (B) de plantas de feijdo-de-corda submetidas a
desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratagdo apds o 4° dia. A seta
indica o dia da reirrigagdo e as barras o desvio padrdao. (A—A) representa o
tratamento sob estresse hidrico e (® @) corresponde ao controle.
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Figura 22. Concentracdo de leghemoglobina dos nddulos, em relagdo a massa seca
(A) e em relacdo a proteinas solUveis totais (B), de plantas de feijao-de-corda
submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 4 dias e reidratacdo apds o 4°
dia. A seta indica o dia da reirrigacdo e as barras o desvio padrao. (A—A)
representa o tratamento sob estresse hidrico e (@ —®) corresponde ao controle.



4. CAPITULO 3

“ASSIMILACAO DE NITROGENIO E AJUSTAMENTO OSMOTICO EM DUAS
CULTIVARES DE FEIJAO-DE-CORDA [ Vigna ungiiiculata (L.) Walp)]
NODULADAS, NA PRESENCA E AUSENCIA DE NITRATO E SUBMETIDAS AO
DEFICIT DE AGUA”

4.1. INTRODUCAO

A utilizacao simuntanea de NO'; do solo e N; através da fixacao simbidtica por
leguminosas noduladas € um processo complexo, que depende principalmente da
interacao genética entre os pares simbiontes (SILVEIRA et a/, 1998 b). Existe uma
grande variabilidade entre gendtipos (cultivares) de uma mesma leguminosa (CABA
et al, 1994), assim como entre diferentes estirpes de uma mesma espécie de
rhizobio (HERVAS et al., 1991), como também da interacdo cultivar X estirpe (WU &
HARPER, 1990). O grau de tolerancia ao nitrato para nodulagao e fixacao de N, varia
amplamente entre gendtipos, existindo desde daqueles pares sensiveis a baixissimas
concentragbes de nitrato até algumas espécies de leguminosas ou mutantes
resistentes a altas concentracoes (WU & HARPER, 1990; SILVEIRA et a/, 1998 b;
DAKORA, 1998). A capacidade de utilizacdo simuntanea das duas fontes de N (NO';
+ N) pode ser uma caracteristica desejavel, particularmente nos estadios iniciais do
estabelecimento da planta e na fase reprodutiva (SILVEIRA et a/, 1998 b).

Os principais produtos da assimilagdo do nitrogénio, quando a fonte é o
nitrato, sao o glutamato e glutamina. Entretanto, em leguminosas tropicais, quando
a fonte principal é N, a glutamina formada nos nodulos, através da atividade da
glutamina sintetase, é convertida nos ureideos acido alantdico e alantoina através de
uma sequéncia de reagbes nos nddulos (SCHUBERT, 1986). Desse modo, os ureideos
representam as principais formas de N que sao transportados na seiva do xilema das
raizes para a parte aérea quando a reducado N; e a assimilacdo da NHs representam a
principal via para a assimilacdo de N inorganico (ROBERTSON & FARNDEN, 1980).
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Devido a isso, as concentracoes de ureideos na seiva do xilema tém apresentado
excelente correlagdo com as taxas de fixacao simbidtica de N, (NEVES & HUNGRIA,
1987; PEOPLES et al., 1989; HUNGRIA et al, 1994; DAKORA, 1995).

As proporgoes entre as concentracdoes de nitrato e de ureideos na seiva do
xilema de leguminosas tropicais oferece uma boa estimativa da eficiéncia de fixagao
de N, na presenca de absorcao de NO'; (PEOPLES ef al, 1989). Em Vigna
unguiculata, o nitrato é reduzido e assimilado preferencialmente nas folhas (NEVES,
1989). Quando essas plantas sdao noduladas na auséncia de NO'3 mais de 90% do N-
total da seiva do xilema é representado pelo N-ureidico. Essa proporcao diminui a
medida que aumenta a concentragao de nitrato no substrato nutritivo (PEOPLES et
al, 1989). Os ureideos sintetizados nos nodulos sdo translocados para caules e
folhas, sendo degradados até glioxalato e uréia por acdo de alantoinases. A uréia é
hidrolisada até amonia e CO, por ureases. A NH; é assimilada até glutamina,
asparagina e outros aminoacidos, 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
transporte preferencial de N na forma de ureideos nas leguminosas tropicais é
atribuido a baixa relacdo C:N e solubilidade desses solutos nessas plantas (PEOPLES
et al., 1989). De qualquer maneira, a composicao de solutos nitrogenados livres nas
folhas € influenciada de maneira marcante pela fonte de N (NOs ou N;) mais
intensamente utilizada pela leguminosa nodulada (SCHUBERT & BOLAND, 1990).
Portanto, é possivel que a capacidade de ajustamento osmatico, a partir de solutos
nitrogenados, por leguminosas tropicais, seja diferente em funcgao da via preferencial
de uso de NOs ou N,. A literatura consultada nao registra nenhum trabalho
relacionado com a maior ou menor tolerancia ao déficit hidrico mostrado por

leguminosas noduladas na presenca ou auséncia de nitrato

A leghemoglobina é a mais abundante proteina encontrada nos nddulos das

leguminosas (~ 20 % das proteinas totais), apresenta massa molecular de
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aproximadamente 16 KDa (BECANA & KLUCAS 1992; BARBOSA & MEIRELLES, 1994),
esta localizada no citoplasma da célula da planta infectada e controla o fluxo de
oxigénio no citoplasma da planta para dentro do bacteridide (SANGWAN & O'BRIAN,
1991). A sintese da leghemoglobina nos nddulos é condicdo necessaria para que se
estabeleca a fixagdo do N pelo bacteridide. Sua sintese é desencadeada quando
grupos hemes sintetizados pelo bacteridide sdo transportados para o citoplasma da
célula do hospedeiro (KEITHLEY & NADLER, 1983; SANGWAN & O'BRIAN, 1991),
onde se unem a globina que é codificada pelo genoma do hospedeiro (APPLEBY,
1984; SANGWAN & O'BRIAN, 1991).

A funcao fisioldgica dos diferentes tipos de leghemoglobina tem sido estudada
pela determinagao da afinidade dos seus componentes por diferentes ligantes,
principalmente o O, (MARTIN et al, 1990). Dessa maneira, a concentracao de
leghemoglobina frequentemente é associada com a eficiéncia de fixacdo de N, dos
nddulos (HUNGRIA et al., 1994). Apesar de diversos trabalhos mostrarem relagdes
positivas entre as concentracées de leghemoglobina e a atividade de nitrogenase
(HUNGRIA ef al, 1994; DAKORA, 1995), outros relatos tem mostrado resultados
contraditdrios (RODRIGUES et al.,, 1998; RODRIGUES et al., 1999). Por outro lado,
quando plantas noduladas de Vicia faba foram submetidas ao déficit de agua
progressivo, observou-se decréscimos proporcionais nas concentragcbes de
leghemoglobina e de proteinas soluiveis nos nddulos (GUERIN et al., 1990).

Infelizmente, no caso de Vigna unguiculata e de outras leguminosas
comerciais, praticamente ndo existem estudos sobre a utilizacdo simuntanea de N; e
NO; sob condigbes de déficit de agua. A despeito da excelente capacidade de
nodulacao e fixacao de N, dessa leguminosa, com um largo espectro de estirpes
nativas do solo, inclusive sob condicoes de baixa disponibilidade hidrica (STAMFORD
et al., 1988), pouco se sabe sobre a tolerancia de cultivares de feijao-de-corda ao
nitrato do solo, para a nodulagao, assim como respostas em termos de crescimento,
assimilacao de nitrogénio e ajustamento osmético. Neste trabalho, foram utilizadas

duas cultivares, Vita 3 e Vita 7, noduladas em presenca e auséncia de nitrato e
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submetidas a um déficit de agua moderado, na fase de crescimento vegetativo,
visando-se comparar respostas diferenciais, ao nivel metabdlico, nos aspectos citados

anteriormente.




4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1 Condigbes do Experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacado do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza-Ce, no periodo de
setembro a outubro de 1997. As temperaturas e umidades médias minimas (noite) e
maximas (dia), na casa de vegetacdo, variaram de 25 °C a 36 °C e 39% a 85%,
respectivamente, durante o periodo experimental. O substrato utilizado para o
crescimento das plantas foi uma mistura de silica : vermiculita na proporcao de 1:2
(v:iv), sendo a mesma lavada com agua destilada por 5 vezes e posteriormente
autoclavada por 20 minutos a temperatura de 120 °C e pressao 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 o0 outro em sentido contrario, sendo a parte externa pintada com
tinta cor prata.

As partes dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de diametro,
perfazendo um volume de aproximadamente 800 cm’® em cada parte. Os vasos foram
lavados internamente com hipoclorito de sodio comercial 20% (v:v). Cada vaso foi
irrigado com solucao de CaS0O4 0,1 mM, até a saturacao do substrato sdlido da parte
superior, para favorecer as condicdes de pH e suprimento de Ca*? para germinacdo e
nodulagao. Foi fornecida solugao nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950) modificada
no Laboratdrio de Metabolismo e Fixacdo de Nitrogénio da UFC (LABFIX), conforme
tabela 1 — Capitulo 1, com excecdo 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 feijao-de-corda [ Vigna unguiculata (L.) Walp.], cultivares vita
3 e vita 7, foram forneccidas pelo Centro Nacional de Pesquisa do Meio
Norte/EMBRAPA, Teresina, Piaui. Conforme descrito por FREIRE FILHO et al. (1983),
essas cultivares de feijao-de-corda sao recomendadas para cultivo tanto em
condigbes de baixa disponibilidade hidrica (sequeiro), como em condi¢des de
irrigacao. Alguns trabalhos tem sugerido que a cultivar vita 3 apresenta
caracteristicas de tolerancia ao déficit hidrico em relacao as cultivares vita 5 e vita 7
na fase de plantula (GOMES FILHO et al. 1996). A estirpe de Rhizobium spp. utilizada
foi a Br 3256 fornecida pela Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia/EMBRAPA/
Rio de Janeiro, cuja planta hospedeira é Vigna unguiculata, de origem africana
(Zimbabue) a qual apresenta também a designacdo de CB-756.

A estirpe foi crescida em meio YMB (DALTON, 1980) que foi utilizado como
inoculante liquido, tendo sido feita contagem de células conforme SOMASEGARAN &
HOBEN (1985) e padronizacio de 10° células/mL. Foram feitas 3 inoculacdes (1
mL/planta) :

12 inoculagao : 2 dias apods o plantio
22 inoculacdo : 3 dias apds o plantio
32 inoculacao : 4 dias apds o plantio

As principais caracteristicas agricolas das cultivares Vita 3 e Vita 7, sao
(FREIRE FILHO et al,, 1997):

Vita-7:
a) Porte : Tipo 2 - Moita

b) Ciclo de Vida : 60-70 dias

c) Habito de crescimento : indeterminado




d) Tipo de folha : lanceolada

e) Cor da semente : bege ou esverdeada
f) Floracao inicial (dias) : 38 - 40

g) Cor da flor : violeta

h) Comprimento da vegem (cm) : 15 cm
i) Numero de grdos por vagem : 14

j) Peso de 100 sementes(g) : 15 g
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k) Produtividade média (Kg/ha) : e.1) Sequeiro : 843

e.2) Irrigado : 1214

I) Espacamento :

.1 — Plantio Manual : 0,70 m x 0,40 m com duas plantas/cova

.2 - Plantio Mecanizado :
plantas/metro linear

a) Porte : Tipo 3 — Semi-enramador

b) Ciclo de Vida : 78 - 80 dias

C) Habito de crescimento : indeterminado
d) Tipo de folha : globosa

e) Cor da semente : vermelha

0,70 m entre fileiras com cinco
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f) Floracgao inicial (dias) : 42 — 45 dias

g) Cor da flor : violeta

h) Comprimento da vegem (cm) : 20

i) Numero de graos por vagem : 16

j) Peso de 100 sementes(g) : 21 g

k) Produtividade média (Kg/ha) : e.1) Sequeiro : 593
e.2) Irrigado : 1470

I) Espacamento :

.1- Plantio Manual : 080 m x 040 m com duas

plantas/cova

.2 - Plantio Mecanizado : 0,80 m entre fileiras com quatro

plantas/metro linear

4.2.3 Delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial
tipo 2 x 2 x 1 (duas condiges hidricas x duas cultivares x uma época), com 4
repeticdes. A comparagao entre as médias foi feita através do desvio padrao da
média.

4.2.4 Conducao das plantas

As sementes foram desinfestadas em solugao de hipoclorito de sddio comercial

(NaClO) 10 % (v/v), por 20 minutos sob aeracdo forcada, sendo imediatamente
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lavadas em agua destilada por 3 vezes para retirar o excesso do NaClO. Em seguida,
as sementes foram mergulhadas em agua destilada, com aeracdo forcada, por
periodo de 20 minutos e lavadas por 5 vezes em agua destilada para embebicdo. As
sementes foram colocadas para germinar no proprio substrato, saturado no dia
anterior com CaS04 0,1 mM, sendo plantadas 6 sementes / vaso. Apds a emergéncia,
foram mantidas e inoculadas 2 plantas/vaso conforme descrito no item 2.2.2-Cap.1.

As plantas receberam nutrientes minerais na forma de solucao nutritiva
(Tabela 1- Cap.1), através de sub-irrigacdo por capilaridade a partir da parte inferior
dos vasos de Leonard, sendo que na 12 semana a solucdo foi diluida 1/10, na 22
semana a solugao foi diluida 1/5 e nas semanas seguintes a solucao foi empregada
sem diluicao e contendo 5 mM de NOs'. A solucdo nutritiva foi trocada a cada 2 dias,
sendo que na 12 semana foi fornecido apenas 1 mM de NOs. Foi anotado

diariamente o valor do pH da solucao descartada.

Todos os dias foi feita adicdo de agua destilada através da parte superior até
completar o volume da solugao contida na parte inferior. As temperaturas maximas e
minimas registradas no interior da casa de vegetacdo durante o periodo experimental
sao apresentadas no apéndice 2. Semanalmente, houve rodizio, ao acaso, dos vasos
sobre as bancadas. Para tratamento fitossanitario, inseticida e fungicida foram
utilizados quando necessario, conforme recomendacao do setor de fitossanidade do
Centro de Ciéncias Agrarias da UFC.

No vigésimo oitavo dia apds a emergéncia das plantas (28° DAE) as plantas do
tratamento "estresse hidrico" foram submetidas a retirada da agua (solucdo) da
parte inferior dos vasos, permanecendo apenas com a agua retida na fase sdlida da
parte superior durante 3 dias consecutivos, enquanto que as plantas controle foram

mantidas diariamente na presenca de solugao nutritiva.
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4.2.5 Coleta das plantas e determinagao da massa seca

Foi feita uma coleta destrutiva, sendo que as plantas foram coletadas as 9:00
horas e separadas em raiz, caule com peciolos, folhas e nédulos. Em seguida, as
partes foram pesadas separadamente para determinagao da massa fresca. Amostras
de cada parte da planta foram separadas para determinar a porcentagem de
umidade através da determinacdo da massa seca em estufa com circulagao forcada
de ar a 70 °C, com excecdo dos nodulos, cuja massa seca foi determinada apds
liofilizagdo. A altura das plantas foi determinada, com o auxilio de uma fita métrica e
o numero de folhas registrado. Imediatamente apds a coleta, as partes foram
congeladas com N, liquido e mantidas em freezer (-20 °C) até a liofilizagao para

preparo da farinha das partes das plantas.

4.2.6 Determinagcao da umidade nos tecidos

A umidade nos tecidos de cada parte da planta foi determinada segundo
SLAVIK (1974), utilizando-se a seguinte relagao:
MF - MS

% H0 = x 100 (kg H»0/100kg de MF)
MF

onde : M F = massa fresca de cada uma das partes da planta

M S = massa seca de cada uma das partes da planta

4.2.7 Determinacao do contetido relativo de agua (C.R.A)

O conteldo relativo de agua (C.R.A), das duas variedades, foi determinado
segundo SLAVIK (1974). As 6:00 horas da manhd, foram retirados 10 discos foliares

de 1 cm de diametro, de cada planta, ao acaso, e determinagao imediata da massa
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dos mesmo imediatamente (MF;), em balanca analitica. Os discos foram transferidos
para uma placa de petri, contendo agua destilada e colocados sobre a mesa do
laboratério (25 ©C), por um periodo de 7 horas e em constante iluminaco
(densidade de fluxo de radiacao fotossinteticamente ativa de aproximadamente 38
umol m? s?). Apds esse periodo, os discos foliares foram removidos da placa de
petri, colocados entre folhas de papel de filtro e submetidos a uma prensagem
(pressao) com o auxilio de dois livros, por 2 minutos, visando eliminar o excesso de
agua. Em seguida, os discos foram pesados em balanca analitica e esta massa
chamada massa de tecido turgido ou massa de tecido saturado (MF;). Em seguida,
os discos foram colocados em uma placa de petri seca e levados a uma estufa de
ventilagao forcada de ar, a 75 °C, por um periodo de 48 horas, para se determinar a
massa seca do tecido (MS). Os calculos do CRA foram determinados usando-se a
relacao descrita por IRIGOYEN et a/, 1992:

MF, - MS
CRA = x 100 %
MF, - MS

onde: CRA = contetdo relativo de agua, em porcentagem
MF; = peso da massa fresca inicial
MF, = peso turgido ou saturado

MS = peso da massa seca

4.2.8 Determinagao de prolina livre em tecidos de folhas e raizes

O método utilizado foi o de BATES (1973). 20 mg de tecido vegetal liofilizado
foram pesados e, em seguida, triturados em almofariz, por 2 minutos, em presenca

de 3 mL de &cido sulfossalicilico a 3% (p/v). O macerado foi transferido para tubos
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“eppendorf” de 1,5 mL com o auxilio de uma seringa descartavel 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 residuo
descartado. A reacao foi preparada, em tubo de ensaio com rolha, com 1 mL do
extrato + 1 mL de ninhidrina acida (1 g de ninhidrina + 24 mL de acido acético
glacial + 16 mL de acido fosforico 6 M) + 1 mL de acido acético glacial. Os tubos
foram herméticamente fechados e agitados em agitador de tubos, tipo vortex.
Apos, os tubos foram colocados em banho - maria a 100 °C, por 1 hora. Em seguida,
a reagao foi imediatamente interrompida em banho de gelo por alguns minutos até
atingir a temperatura ambiente. Logo apds, foram adicionados 2 mL de tolueno puro
seguido de agitacao vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex, por 20 segundos.
Apos atingida a temperatura ambiente, a fase aquosa avermelhada (cromdforo +
tolueno = parte superior) foi aspirada e a leitura feita em espectrofotometro a 520
nm, usando-se tolueno como branco. A concentracao de prolina foi determinada a
partir da curva padrao com L-prolina p.a (Sigma) e os resultados foram expressos

em mmoles de prolina /kg MS de tecido.

4.2.9 Determinacdo de aminoacidos livres totais (N-a-amino livre) em tecidos de raiz,

caule e folhas

O método utilizado foi o de PEOPLES et a/. (1989). 100 mg de tecido vegetal
liofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram
adicionados 5 mL de agua“milli-Q” e a suspensao foi colocada 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 em centrifuga de
mesa, a 3.000 rpm por 10 minutos. Apds, o sobrenadante foi coletado em tubo de
ensaio e o residuo i ressuspendido com outros 5 mL de agua “milli-Q”, repetindo-se

0 procedimento de extracao anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em

tubo de ensaio graduado e o volume completado com agua “milli-Q” até atingir 10
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mL. Em seguida, os extratos foram congelados para posterior determinacao de N-a-

amino.

A reacao foi preparada em tubo de ensaio, com rolha , adicionando-se 0,1mL
de extrato + 0,4 mL de agua “milli-Q” + 1mL de tampao 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 agitagao 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 reacao. Apds atingida a temperatura ambiente, as
leituras foram feitas em espectrofotometro a 570 nm, usando-se agua “milli-Q" (em
substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. A concentragao de aminodacidos
livres totais foi determinada a partir da curva padrdo através de uma mistura-padrao
de L-asparagina + L-glutamina (Sigma) e os resultados expressos em mmoles de N-

o-amino / kg MS de tecido.

4.2.10 Determinacao de ureideos em tecidos de caules

O método utilizado foi o de PEOPLES et a/. (1989). 100 mg de tecido vegetal
liofilizado foram colocados em tubos de ensaio com rolha de borracha. Foram
adicionados 5 mL de Agua ™ milli-Q” e a suspensdo colocada para ferver em banho-
maria a 100 °C por 30 minutos. Apds isso, os tubos foram deixados a 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 residuo ressuspendido com outros 5 mL de agua “milli-Q”,
repetindo-se o procedimento de extracao anterior. Os extratos foram coletados em
tubo de ensaio graduado e o volume completado com agua “milli-Q” até atingir 10

mL. ApOs, os extratos foram congelados para posterior determinacao de N-ureidico.

A reacao foi preparada em tubos de ensaio, com rolhas, onde foram
adicionados 0,1mL de extrato + 1,15 mL de agua “milli-Q” . Em seguida, foi
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adicionado 0,25 mL de NaOH 0,5 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 a temperatura ambiente por alguns minutos. Apds, 0,25 mL de HCI
0,65 M foi adicionado, misturado e aquecido novamente, em banho-maria a 100 ©C,
por 4 minutos. Apds resfriamento imediato em banho de gelo, durante 15 minutos,
foi adicionado 0,25 mL de tampao fosfato 0,4 M pH=7 + 0,25 mL de fenilhidrazina.
Apos agitacdo mecanica dos tubos, 1,25 mL de HCl concentrado e pré-resfriado +
0,25 mL de ferricianeto de potassio 0,05 M foram adicionados, misturados e deixados
a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da cor rdsea foi feita em
espectrofotometro a 535 nm, usando-se agua “milli-Q” + reagentes como branco. A
concentragao de ureideos foi determinada a partir da curva padrdao obtida com
alantoina p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmoles de N-ureideo / kg
MS de tecido.

4.2.11 Determinacao do teor de clorofilas g, b e totais

A extragao da clorofila foi feita pelo método descrito por ENGUEL & POGGIANI
(1991), com base no classico de ARNON (1949). 7 mg de folhas secas liofilizadas
foram maceradas em almofariz com acetona 80% (v/v) durante 5 minutos. Apds
centrifugacao a 8.000 rpm por 5 minutos, os teores de clorofilas foram medidos
através de leituras do sobrenadante em espectrofotometro a 645, 652 e 663 nm. As
concentragbes de clorofila g, clorofila 6 e clorofilas totais foram determinadas

conforme as relagbes a seguir (WHITHAM et al., 1971):

(12,7 X Ass3 — 2,69 X Aeas ) V
Clorofila a = (1)
1000 W
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(22,9 X Asss _ 4,68 x Ags3) V
Clorofila b = (2)
1000 W

Ags2 x 1000 x V/ 1000 W
Clorofila total = (3)
34,5

onde: A = absorbancia no comprimento de onda indicado
V = volume final do extrato de clorofila

W = matéria seca, em gramas, do material vegetal utilizado

4.2.12 Determinagao 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 diametro. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio do tipo "vacutainer",
contendo 5 mL do tampao de reacao (tampao fosfato 0,1 M, pH=7,5; contendo
isopropanol 1% (v/v), KNO3 50 mM e cloranfenicol 15 mg/L) e estes cobertos com
papel aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram evacuados com o
auxilio de uma bomba de vacuo, durante 2 minutos. Apds, 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 aliquotas de 1 mL de tampdo fosfato + 2 mL do extrato
diluido + 1 mL de sulfanilamida 1% em HCIl 24 M + 1 mL de N-1-
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 espectrofotometro a 540 nm , usando-se agua “milli-Q + reagentes como
branco. A atividade da redutase do nitrato foi estimada através da produgao de NO";
no meio de reagao, sendo expressa em mmoles de NO;" /kg MF/ h, a partir de uma

curva padrao obtida com KNO; p.a (Sigma).
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4.2.13 Determinacao da atividade de glutamina sintetase (GS) em nddulos e folhas

Nodulos liofilizados foram triturados em almofariz, em banho de gelo, na
presenca de nitrogénio liquido. A 0,1 g de nédulo, 5 mL(2+2+1mL) de tampao
HEPES 0,1 M pH=8,0, contendo MgCl 10 mM + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na 0,2 M
foram adicionados. Apds maceracao por 5 minutos, a suspensao foi filtrada em pano
fino de séda e centrifugada a 30.000 x g, a 0°-4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante
(citosol livre de células) foi congelado para posterior determinagao da atividade.

As folhas foram trituradas em almofariz, banho de gelo, com nitrogénio
liquido. A 0,2 g de folhas secas liofilizadas 5 mL (2mL + 2 mL + 1mL/ 2 minutos
cada) de tampao de extracao TRIS-HClI 25 mM, pH=7,6, contendo 10 mM de MgCl,
+ 10 mM de B-2-mercaptoetanol + PVP 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na foram
adicionados. Apos maceracao por 5 minutos, a suspensao foi filtrada em pano fino
de séda e centrifugada a 30.000 g (21.000 rpm), a 0 — 4 °C, por 30 minutos. O
sobrenadante foi congelado para posterior determinacao da atividade de GS.

A atividade de GS nos nddulos e nas folhas foi determinada pelo método
biossintético do hidroxamato descrito em SILVEIRA et al (1998). A reacao foi
preparada, em tubo de ensaio, com 600 uL de tampdo de reacao TRIS-HCI 0,25 M,
pH=7,0 + 200 pL de glutamato de sodio 0,3 M, pH=7,0 + 200 pL de ATP 30 mM,
pH=7,0 + 200 pL de Mg SO4 . 7 H,0 0,5 M + 500 pulL de extrato de nddulos ou
folhas + 200 pL de solucao de hidroxilamina (NH; OH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na
proporgao 1:1 v/v). Apds agitacdo vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex e
incubacao em banho-maria, a 30 °C, por 30 minutos, 500 uL de solucdo férrica [
FeCls.6 H,0 10 % (p/v) em HC1 0,2 M + acido tricloroacético 24 % (p/v) + HCl 50
% (v/v), na proporcao 1:1:1] foram adicionados e a suspensao centrifugada a
7.000x g por 10 minutos. A leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 540 nm,
usando-se agua “milli-Q” (em substituicdo ao extrato enzimatico) + reagentes, como

branco. A atividade da glutamina sintetase (GS), foi determinada a partir da curva

padrao 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 /

kg de proteinas soltiveis 10 / hora.

4.2.14 Determinagao da concentracdo de proteinas soliveis totais

As concentracoes das proteinas sollveis totais de nddulos e folhas foram
determinadas pelo método colorimétrico de BRADFORD (1976). Os nddulos
liofilizados foram triturados em almofariz em banho de gelo e na presenca de
nitrogénio liquido (- 196° C). A 0,1 g de nddulos secos aliquotas de 2 + 2 + 1mL de
tampao HEPES 0,1 M pH=8 , contendo KOH 0,1M + ditiotreitol 5 mM + EDTA-Na
0,2 M foram adicionadas. Apds macerados durante 5 minutos, foram filtrados em
pano fino de séda e centrifugados a 30.000xg, a 0°-4 °C, por 30 minutos. O
sobrenadante (citosol livre de células) foi congelado (-20 ©C) para posterior
determinacdo de proteinas solliveis e atividade de glutamina sintetase. As folhas
recém-colhidas e congeladas foram trituradas em almofariz em banho de gelo e na
presenca de nitrogénio liquido (- 196° C). A 1 g de folha fresca foi adicionado (2 + 2
+ 1 mL) tampao Tris-HCl 25 mM, pH=7,6, contendo MgCl, 10 mM + B-2-
mercaptoetanol 10mM + EDTA-Na 5 mM + PVP insolivel 5% (p/v). Apos triturado
durante 5 minutos, o macerado foi filtrado em pano fino de séda e centrifugados a
30.000x g, a 0°-4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi congelado para posterior
andlise. A reacao foi preparada em tubo de ensaio, onde foram adicionados 0,1 mL
de extrato (diluiu-se quando necessario) + 2,5 mL do reagente de Bradford. As
leituras foram feitas em espectrofotometro a 595 nm, mantendo-se a faixa de 0,3 a
0,5 unidades de absorbancia, usando-se agua “milli-Q” + reagente como branco. A

concentracdo de proteinas sollveis totais foi estimada a partir da curva padrao

construida com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em
kg de proteina /kg MS. 107 de tecido.
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4.2.15 Determinagao de NOs™ em raizes, caules e folhas

Foram adicionados 100 mg de tecido vegetal liofilizado a tubos de ensaio com
rolha de borracha contendo 5 mL de agua “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 ressuspendido com outros 5 mL de agua “milli-Q”, sendo repetido o procedimento
da extragao anterior. Em seguida, os extratos foram coletados em um tubo de ensaio
graduado e o volume foi completado com agua “milli-Q” até atingir 10 mL. Os
extratos obtidos foram congelados para posterior analise.

O método utilizado foi o de CATALDO et a/ (1975), sendo os valores das
aliquotas reduzidos para %2 dos mencionados por esses autores. A reagao foi
preparada em tubo de ensaio, contendo 100 puL do extrato + 200 plL de solucao de
acido salicilico 5 % (p/v), marca Sigma, em acido sulftrico concentrado p.a. (Merck).
ApOs agitagao vigorosa, em agitador de tubos tipo vortex os tubos foram deixados a
temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida, lentamente, 4700 uL de NaOH 2
M foram adicionados sob agitacao para atingir pH acima de 12. Apds repouso a
temperatura ambiente durante 15 minutos, as leituras foram feitas em
espectrofotometro a 410 nm, usando-se agua “milli-Q" + reagentes, como branco. A
concentracao de NOs; foi determinada a partir da curva padrao com KNOs p.a
(Sigma) e os resultados foram expressos em mmoles de NOs™ / kg MS de tecido.

4.2.16 Determinacao da concentracdo de leghemoglobina em nédulos

O método colorimétrico da cianometahemoglobina de WILSON & REISENAUER
(1963) e DAKORA (1995), com algumas modificacoes, foi empregado. 0,2 g de
nodulos secos liofilizados foi macerado juntamente com 10 mL de solucdo de
DRABKIN [KCN 0,8 mM + KsFe(CN)s 0,6 mM + NaHCOs; 12 mM] por 3 vezes
consecutivas (3 mL + 3 mL + 4 mL, durante 2 minutos em cada porcao) . Apds
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centrifugacao a 500x g por 15 minutos, o volume foi completado com solucao de
Drabkin para 10 mL, e novamente centrifugado a 30.000x g, a 0°-4 °C , por 30
minutos. A leitura do sobrenadante foi feita em espectrofotometro a 540 nm,
usando-se a solugao de Drabkin como branco. A concentracao de leghemoglobina foi
determinada a partir da curva padrao de hemoglobina e 0s resultados expressos em

kg de leghemoglobina /kg MS 107 de nédulo.

4.2.17 Determinacao de ureideos na seiva do xilema

A analise foi feita pelo método colorimétrico de VOGELS & VAN DER DRIFT
(1970), baseado na hidrdlise da alantoina até glioxilato. Para a coleta da seiva do
xilema, as plantas foram transferidas para o laboratorio, as 9:00 hs da manha. Todos
0s vasos foram colocados em presenca de agua destilada durante 30 minutos com
finalidade de induzir a pressao radicular. Apds isso, as plantas foram cortadas com
uma lamina na altura do nd cotiledonar, procedendo-se a lavagem e secagem do
local do corte com papel de filtro. A seiva exsudada foi coletada com o auxilio 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 a aproximadamente —20 °C, até o momento da andlise.

Para a andlise, a 5 pL de seiva do xilema + 745 pL de agua “milli-Q” foram
adicionados 250 uL de NaOH 0,5 M . Apos, agitacado 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 HCl 0,65 M. Apds agitagdo e novo
aquecimento em banho-maria a 100 °C durante 4 minutos e resfriamento em banho
de gelo, foram adicionados 250 uL de tampao fosfato 0,4 M pH=7 (Na;HPO4 . 7 H,0O
+ NaH,PO4 . H,0 ) + 250 pu L de fenilhidrazina (0,066 g/20 mL de H;0) . Os tubos
foram deixados a temperatura ambiente por 5 minutos e, entdo, colocados em agua
gelada. A seguir, 1250 ulL de HCl concentrado p.a, pré-gelado + 250 ulL de
ferricianeto de potassio (0,417 g / 25 mL de H,0) foram adicionados. Os tubos foram

retirados da agua gelada e agitados em agitador de tubos tipo vortex e deixados a
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temperatura ambiente por 15 minutos, até desenvolverem cor rosea ou vermelha. As
leituras foram feitas em espectrofotometro a 535 nm, usando-se agua “milli-Q” +
reagentes, como branco. A concentracdo de N-ureideo foi determinada a partir de

uma curva padrao com alantoina p.a.(Sigma). Os resultados foram expressos em

mmoles de N-ureideo / L de seiva.




4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta parte da pesquisa, as duas cultivares de feijao-de-corda, Vita 3 e Vita 7,
foram cultivadas, tanto na presenga de 5 mM de NO'3 como na auséncia de nitrato e,
em seguida, submetidas a um estresse hidrico moderado, imposto pela suspensdo da
irrigacao durante 3 dias consecutivos. Pelo aspecto visual das plantas, o estresse
hidrico provocou os mesmos sintomas descritos no Capitulo 1 para a cultivar Vita-7.
Entretanto, a cultivar Vita 3, quando nodulada na auséncia de nitrato, mostrou maior
sensibilidade ao estresse, indicada pela intensa senescéncia, seguida de abscisdao
foliar. Além disso, essa cultivar mostrou um aumento intenso no tamanho de cada
um dos foliolos, quando comparado com plantas noduladas na presenca de nitrato.

A cultivar Vita 7, quando na presenca de NO';, apresentou uma producao de
massa seca total ligeiramente superior que Vita 3. Ao contrario, na auséncia de
nitrato, Vita 3 mostrou uma massa total de mais que duas vezes a de Vita 7.
Entretanto, o estresse hidrico reduziu em 46% a massa total de Vita 3 nodulada na
auséncia de nitrato, contra 32% de reducdo em Vita 7. Na presenca de nitrato, as
redugdes nas massas secas, provocada pelo estresse, foram de 29% e 20%,
respectivamente, para Vita 3 e Vita 7 (Figura 23 A). Portanto, Vita 3 mostrou maior
crescimento quando nodulada na auséncia de nitrato, enquanto que Vita 7, ao
contrario, apresentou maior crescimento na presenca de nitrato. Por outro lado, Vita
3 e Vita 7 mostraram-se mais sensiveis ao estresse quando crescidas na auséncia de
nitrato. O maior crescimento de Vita 3 na auséncia de nitrato foi relacionado com a

maior nodulagao, em relagao a Vita 7 (Figura 25 B).

As relagbes parte aérea/raiz das duas cultivares foram reduzidas pelo estresse
hidrico, tanto na presenca, como na auséncia de nitrato (Figura 23 B). Essas
redugdes foram relacionadas com maiores reducdes no crescimento de caules e
folhas em relacdo aos de raizes. Na realidade, Vita 7 mostrou maiores redugées nas
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relacbes parte aérea/raiz do que Vita 3 devido apresentar um ligeiro aumento na
massa das raizes enquanto que essa Ultima cultivar apresentou redugées na massa
das raizes, principalmente quando noduladas na auséncia de nitrato (Figuras 23 B,
24 A, 24 B, 25 A e 25 B). Esses resultados evidenciam que Vita 3 mostrou-se menos

tolerante ao déficit hidrico, principalmente quando nodulada na auséncia de nitrato.

A maior sensibilidade da cultivar Vita 3 foi inferida a partir da menor relacao
parte aérea/raiz, maior decréscimo na area foliar (massa das folhas) e maior
tamanho de foliolos, caracteristicas associadas com a tolerancia ao déficit hidrico em
cultivares de feijio-de-corda (GUIMARAES, 1988) e em outras espécies cultivadas
(JONES et al, 1981; PASSIOURA, 1981; TAIZ & ZEIGER, 1991). E interessante
observar que Vita 3 apresentou profundas alteracdes na morfologia dos foliolos
(tamanho) quando crescida na presenca ou auséncia de nitrato. O tamanho dos
foliolos, quando expresso em termos de massa/foliolo, aumentou 240% nas plantas
cultivadas na auséncia de nitrato, em relacao aquelas cultivadas na presenca de
nitrato (Figura 27 A). Portanto, as plantas noduladas na auséncia de nitrato
apresentaram uma morfologia foliar adversa as estratégias para tolerancia ao déficit
de agua: folhas maiores e em menor nimero (TAIZ & ZEIGER, 1991).

E possivel que as duas fontes de N (N2 + NO'3 versus somente N;) utilizadas
por Vita 3 possam ter induzido diferentes relacdes de citocininas e giberelinas na
parte aérea das plantas. A biossintese desses hormonios esta relacionada com o
metabolismo do nitrogénio. Maiores concentracdes de N induzem maiores
concentragbes de citocininas e maiores taxas de divisdo celular na parte aérea.
Quando compara-se NO3 com NH4*, como fontes de N, observa-se que essa ultima
fonte provoca maiores incrementos nas concentracdoes de citocininas. Por sua vez,
aumentos no suprimento de citocininas esta relacionado com indugao de sintese de
acido giberélico. Nessas condigGes, o crescimento da parte aérea, assim como a taxa
de expansao foliar, sdo estimulados (MARSCHNER, 1986). Portanto, o suprimento de

N reduzido, principalmente na forma de ureideos nas plantas noduladas na auséncia
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de nitrato, deve ter induzido alteragbes nas concentragdes desses dois hormonios,

refletindo em modificagdes na morfologia das folhas.

A cultivar Vita 3 apresentou um aumento de 5,5 vezes na massa de nodulos
quando cultivada na auséncia de nitrato, em relagdo a massa de nddulos na
presenca de nitrato. Por outro lado, Vita 7 mostrou um aumento de apenas 2,5
vezes. A massa dos nodulos de Vita 3 foi cerca de 2 vezes superior a de Vita 7,
quando ambos foram nodulados na auséncia de nitrato, enquanto que na presencga
de nitrato as massas foram praticamente iguais nas duas cultivares (Figura 25 B). O
estresse hidrico provocou redugdes signifcativas nas massas dos nddulos,
principalmente em Vita 3 cultivado na auséncia de nitrato. Portanto, as duas
cultivares apresentaram semelhangas quanto a tolerancia ao nitrato (5 mM), apesar
de Vita 3 apresentar maior capacidade de nodulacao quando as duas cultivares
foram inoculadas com a estirpe CB-756 na auséncia de nitrato.

A estirpe CB-756 foi comparada, em termos de nodulacao e atividade de
nitrogenase, com 17 estirpes nativas do Nordeste adaptadas a temperaturas
elevadas. Neste estudo, essa estirpe mostrou uma eficiéncia comparavel as demais
estirpes nativas. Por outro lado, quando Vita 7 foi comparada com a cultivar "seridd",
ambas inoculadas com 3 diferentes estirpes de rhizobio, mostrou maior nodulacao do
que "seridd" (STANFORD et al,, 1988). Esses dados evidenciam que estirpe CB-756
pode ser utilizada como modelo experimental em condigdes de temperaturas
elevadas e que a perfomance apresentada por Vita 3 sugere que a cultivar deve
apresentar um bom potencial para nodulagdo com estirpes de rhizdbio. A interagao
entre estirpes de rhizobio e cultivares de leguminosas apresenta uma grande
variabilidade genética na expressdo de caracteres para a nodulagdgo (NEVES &
HUNGRIA, 1987).

Os valores de umidade de folhas e caules, nas duas cultvares, foram
semelhantes e ndo apresentaram modificagdes em fungao do estresse hidrico (Figura
28 A e 28 B). Nas raizes, ocorreu uma ligeira tendéncia de decréscimo da umidade

por efeito do déficit hidrico, nas duas cultivares, e nos niveis de nitrato. Nos nddulos,
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a umidade apresentou também pouca variagao, excecao para a cultivar Vita 7 que
mostrou um decréscimo mais acentuado, quando nodulada na auséncia de nitrato
(Figura 29 A e 29 B). Esses resultados evidenciam que o estresse hidrico imposto as
duas cultivares foi moderado em relagcdo aqueles observados nos Capitulos 1 e 2. As
concentragdes de clorofilas a e totais foram semelhantes entre as duas cultivares e
nos dois tratamentos de nitrato. O estresse hidrico praticamente ndao afetou as

concentragdes de clorofilas nas duas cultivares (Figura 30 A e 30 B).

As concentragbes de prolina livre em folhas e raizes apresentaram o mesmo
padrao de variagao, quer sejam expressas em relacdo a massa seca (mmol/kg massa
seca), ou como % do total de aminoacidos livres (Figuras 31 A, 31 B e 32 A, 32 B).
As duas cultivares apresentaram grandes incrementos nas concentragdes de prolina
por efeito do estresse hidrico, sendo o acimulo mais acentuado nas raizes de Vita 7.
Nas folhas, Vita 3 exibiu maior acimulo (cerca de 3 vezes) do que Vita 7 (duas
vezes), na presenca de nitrato (Figura 32 A). Na auséncia de nitrato, as duas
cultivares exibiram a mesma resposta, mostrando um actimulo de prolina cerca de 2
vezes nas folhas, enquanto que nas raizes o incremento foi de aproximadamente 15
vezes. Na presenca de nitrato, as raizes de Vita 7 mostraram um aumento de
aproximadamente 21 vezes, enquanto que Vita 3 apresentou um acréscimo de 6

vezes, em relagao ao controle (Figura 32 B).

A possivel menor sensibilidade exibida por Vita 7 ao estresse, na presenga de
nitrato, pode estar associado ao maior crescimento radicular (Figura 25 A) e ao
maior acimulo de prolina nas raizes (Figura 31 B). Entretanto, é importante observar
que nas raizes Vita 3 apresentou maior acimulo de aminoacidos livres do que a
cultivar Vita 7 (Figura 33 B). Desse modo, é possivel que um outro tipo de

aminoacido ou derivado nitrogenado possa ter contribuido mais efetivamente para o

ajustamento osmatico de Vita 3, em relacdo a Vita 7.
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O maior aciimulo de prolina nas raizes, em resposta ao déficit de agua, sugere
que esse 0rgado de feijdo-de-corda pode participar no metabolismo desse aminoacido
e no ajustamento osmotico dessas plantas. Entretanto, os dados ndao sao conclusivos
para evidenciar uma efetiva participacdo na retencao de agua nos tecidos. Essa
matéria ainda é controvertida na literatura. Alguns trabalhos tem sugerido que Vigna
unguiculata apresenta baixa capacidade de ajustamento osmotico em relacao ao
estresse hidrico (Mc CREE & RICHARDSON, 1987). Entretanto, em funcdao dos
grandes incrementos na acumulagdo liquida de prolina, particularmente nas raizes,
observados nas duas cultivares, € muito provavel que esse aminodcido esteja

envolvido com o ajustamento osmético do feijao-de-corda.

E possivel que o ajustamento osmético ndo seja a estratégia mais importante
utilizada por feijao-de-corda para adaptar-se e sobreviver as condicbes de déficit
hidrico, comparada com outras como controles no fluxo de absorcao de agua (TURK
& HALL, 1980b) e da resisténcia estomatica (CANCIAN, 1978; TURK & HALL, 1980b;
CARVALHO et al, 1998), além da capacidade de manter altos potenciais hidricos
internos (SHOUSE, 1979). Apesar da quantidade enorme de trabalhos sobre a
acumulacao de prolina em plantas submetidas aos estresses hidrico e salino, pouco
se conhece sobre o papel efetivo desse aminoacido assim como o proprio processo
de ajustamento osmatico "in situ" (JONES et a/, 1981; ASPINALL & PALEG, 1981;
KISHOR et al, 1995; INGRAM & BARTELS, 1996; PETRUSA & WINICOV; 1997;
BRAY, 1997; SHINOZAKI & YAMAGUSHI-SHINOZAKI, 1997; WINICOV, 1998).

A concentragbes de aminodcidos livres totais em raizes, caules e folhas, nas
duas cultivares, foram sensivelmente aumentadas pelo estresse hidrico (Figuras 33
B, 34 A e 33 A). As raizes das duas cultivares apresentaram maiores concentragdes
de aminoacidos livres quando cultivadas na presenca de nitrato (Figura 33 B). Por
outro lado, os caules das duas cultivares noduladas na auséncia de nitrato

apresentaram incrementos de cerca de 7 vezes nas concentragoes de ureideos, em
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relacdo as plantas noduladas na auséncia de nitrato (Figura 34 B). O estresse hidrico
induziu aumentos de aproximadamente 2 vezes nas concentragdes de ureideos nos
caules das duas cultivares. Essas variagdes foram proporcionais aquelas observadas
nas concentracbes de ureideos na seiva do xilema (Figura 40 B). Esses resultados
evidenciam que os ureideos exportados pelos nodulos foram acumulados nos caules
em resposta as diminuicdes nas taxas de transpiracdo e redugdo na sintese de

proteinas das folhas devido ao déficit de agua.

A aRN foi semelhante nas folhas das duas cultivares noduladas na presenca de
5 mM de NO7; (Figura 35 A). O estresse hidrico reduziu drasticamente a atividade
nas duas cultivares, com diminuicbes de 63% e 78% para Vita 3 e Vita 7,
respectivamente. Essas reducdes foram relacionadas com incrementos nas
concentragées de nitrato nas folhas de 41% e 53% para as duas cultivares,
respectivamente (Figura 35 B). De maneira semelhante, ocorreram pronunciados
aumentos nas concentracoes de nitrato em caules e raizes das duas cultivares
(Figura 36 A e 36 B). A cultivar Vita 3 apresentou maior acumulacao de nitrato em
relagao a Vita 7, tanto no controle, como nas plantas estressadas (Figuras 35 B e 36
A, 36 B). O estresse hidrico provocou redugbes acentuadas nas concentragdes de
proteinas soluveis totais nas folhas das duas cultivares, na presenga dos dois niveis
de nitrato (Figura 37 A).

Quando as cultivares Vita 3 e Vita 7 foram noduladas na presenca de 5 mM de
nitrato apresentaram producao de massa total semelhante (Figura 23 A). Nestas
condigbes, as duas cultivares exibiram a mesma intensidade de nodulacdo (Figura 25
B), iguais concentragbes de leghemoglobina (Figura 40 A), ureideos no xilema
(Figura 40 B) e iguais atividades de GS nos nddulos (Figura 39 A). Associado a isso,
mostraram semelhantes aRN nas folhas (Figura 35 A), evidenciando que essas duas
cultivares nao exibiram contrastes evidentes no processo global de assimilagago do
nitrogénio inorganico (N, + NO'3). Por outro lado, nessas condicbes, as duas
cultivares também ndo mostraram diferencas de tolerancia ao estresse hidrico

imposto, sugerindo que a assimilagao de N pode estar envolvida com a tolerancia ao

déficit de agua em plantas de feijdo-de-corda.
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Figura 23. Matéria seca total (A) e Relagdo parte aérea/raiz (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenga (+N) e
na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacao progressiva (seca)
durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrao.
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MASSA DE FOLHAS A

@ confrole
@Eestresse
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Figura 24. Matéria seca de folhas (A) e de caules (B) de plantas de feijao-de-corda,
cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N)
de 5 mM de NO;, submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o

desvio padrao.




170

MASSA DE RAIZES A

5 o
B controle
mestresse

kg MS . 10° / planta

V3(+N) V7(+N) V3(-N) V7(-N)
MASSA DE NODULOS B
2 pa—
s
§15 T
Q.
%D
1+
(72}
=
2
0,5 +
o -

V3(+N) V7(+N) V3(-N) V7(-N)

Figura 25. Matéria seca de raizes (A) e de nddulos (B) de plantas de feijao-de-
corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na
auséncia (-N) de 5 mM de NOs;, submetidas a desidratacdo progressiva (seca)
durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrao.
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Figura 26. Nimero de folhas (A) e altura das plantas (B) de feijao-de-corda,
cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N)
de 5 mM de NOs;, submetidas a desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o

desvio padrao.
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Figura 27. Massa média de folhas (A) de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita
3 (V3) e Vita 7(V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia de NOs (-N) e
conteudo relativo de agua, em discos foliares, de plantas noduladas, na presenca de
5 mM de NO'; (B), submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias
consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o

desvio padrao.
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Figura 28. Umidade de folhas (A) e umidade de caules (B) de plantas de feijao-de-
corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenga (+N) e na
auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo progressiva (seca)
durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrao.
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Figura 29. Umidade de raizes (A) e umidade de nddulos (B) de plantas de feijao-
de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na
auséncia (-N) de 5 mM de NOs3, submetidas a desidratacdo progressiva (seca)
durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras

representam o desvio padrao.
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Figura 30. Concentracao de clorofila a (A) e clorofilas totais (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e
| na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo progressiva (seca)
‘ durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.
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Figura 31. Concentracdo de prolina nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e
na auséncia (-N) de 5 mM de NOs;, submetidas a desidratagao progressiva (seca)
durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.
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Figura 32. Concentracao relativa de prolina (% do total de a.a. livres) nas folhas
(A) e nas raizes (B) de plantas de feijdo-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7
(V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NO3', submetidas
a desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.
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Figura 33. Concentracdo aminoacidos livres totais nas folhas (A) e nas raizes (B) de
plantas de feijdo-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na
‘presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente

(controle). As barras representam o desvio padrao.
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Figura 34. Concentracdo aminodcidos livres totais (A) e concentracdo de ureideos
(B) em caules de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7),
" noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs;, submetidas a
desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.
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Esses resultados sdao semelhantes aos observados no Cap. 2 para a cultivar
Vita 7. Entretanto, neste estudo, os dados evidenciam que o estresse hidrico imposto
foi mais moderado que aquele anterior, particularmente quando comparado com 0s
dados obtidos apds o segundo dia de desidratagdo. Nas condigdes anteriores
prevaleceram temperaturas mais elevadas e maior demanda evapotranspiratoria, que
devem ter contribuido para a maior intensidade do estresse hidrico. E interessante
observar que aGS nas folhas, em relagdo a 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 presenca de NO'3 quando comparada com
aquelas noduladas na auséncia de nitrato (LEA, 1993; LEA, 1997). A aGS e as
concentracoes de proteinas soliveis nos nodulos foram semelhantes entre as duas
cultivares e ndo foram alteradas nem pelo estresse hidrico, nem pelo nivel de nitrato
(Figura 39 A e 39 B).

As concentracoes de ureideos na seiva do xilema, nas duas cultivares
inoculadas na auséncia de nitrato, foram maiores em aproximadamente 3 vezes em
relacao aquelas observadas nas plantas inoculadas na presenca de nitrato (Figura 40
B). Nas mesmas condigdes, as concentracdes de leghemoglobina foram cerca de 2
vezes superiores aquelas obtidas em plantas inoculadas na presenca de nitrato
(Figura 40 A). Essas variagoes foram proporcionais as observadas na massa de
nddulos (Figura 25 B), ratificando que as taxas de fixacao de N, foram maiores nas
plantas inoculadas na auséncia de nitrato e que a concentracao de ureideos na seiva
do xilema pode servir de parametro para estimar a fixacdo de nitrogénio (PEOPLES
et al., 1989; DAKORA, 1995; SILVEIRA et al., 1998 a,b). Dessa maneira, é possivel
inferir que o estresse hidrico reduziu intensamente a fixagao de N; nas duas

cultivares e nos dois niveis de nitrato.

Deve ser ressaltado que a maior fixacao de N, observado na cultivar Vita 3,
inoculada na auséncia de nitrato, com base na massa de nodulos e na producado de

massa seca total (Figuras 23 A e 25 B), nao relacionou-se positivamente com a

concentracdo de ureideos na seiva do xilema (Figura 40 B). Na realidade, o melhor
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parametro para estimar as taxas de fixacdo de N; é o fluxo de ureideos na seiva do
xilema (mmol de ureideos/L seiva/hora). Dessa maneira, a despeito das duas
cultivares exibirem concentracdoes semelhantes de ureideos, o fluxo foi maior na
cultivar Vita 3 devido apresentar maiores massas de raizes (Figura 25 A), de nodulos
(Figura 25 B) e maior area foliar (maior transpiracdo), estimado através da massa
das folhas (Figura 24 A). Essa cultivar apresentou maior fluxo de seiva (mL/hora)
em relagdo a Vita 7, tanto no controle como nas plantas estressadas (dados nao

apresentados).

Se for assumido que a concentracao de ureideos na seiva do xilema apresenta
uma boa correlacao com a taxa de fixacao de N, (PEOPLES et al., 1989; HUNGRIA et
al., 1994; DAKORA, 1995), pode-se inferir, com limitacdes, que o estresse hidrico
reduziu de maneira semelhante a fixagao de nitrogénio nas duas cultivares e nos dois
niveis de nitrato. A reducdao média, nesta condicdo, foi de aproximadamente 70%
(Figura 40 B). E interessante observar que esse decréscimo foi semelhante ao
observado para aRN nas folhas das duas cultivares cultivadas na presenca de 5mM
de NO'3 (Figura 35 A). Portanto, os dois processos de assimilagdo de N foram

afetados de maneira similar pelo déficit de agua.

Na presenca de 5 mM de NO'3 , as cultivares Vita 3 e Vita 7 apresentaram
crescimentos (producao de massa seca total) e parametros relacionados com a
assimilacao de N (NO'3 e Ny) similares entre si, tanto na condicgao normal como na
presenca de déficit hidrico. Apesar de exibirem sensibilidades semelhantes ao
estresse hidrico, as duas cultivares mostraram acumulacdo de prolina e aminoacidos
livres diferentes nas raizes. Vita 3 apresentou maior acumulo de aminodcidos,
enquanto que Vita 7 exibiu maior acimulo de prolina nas raizes. Dessa maneira, €
possivel que as duas cultivares tenham apresentado estratégias diferentes de

ajustamento osmético a partir de prolina e outros compostos nitrogenados soltveis.

Nas plantas noduladas na auséncia de nitrato, a cultivar Vita 3 apresentou
maior crescimento e maior fixagao de N, em relagdo a Vita 7. Essa primeira cultivar

apresentou, nessas condicbes, maior sensibilidade ao estresse hidrico, tanto em
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relacdo a Vita 7, como em relacdo a ela mesma cultivada na presenca de NO;5. A
maior sensibilidade de Vita 3 foi associada com um maior decréscimo de massa seca
total, aumento no tamanho médio dos foliolos, diminuicdo na acumulacao de prolina
nas folhas. Portanto, a despeito de Vita 3 mostrar maior capacidade de fixacao de N»
e de crescimento nessas condicdes, a presenca de NO'3 foi positiva para a maior

tolerancia ao estresse hidrico.
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Figura 35. Atividade /n vivo de redutase de nitrato em discos de folhas (A) e
concentracao de NO'3 (B) em folhas de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 e
Vita 7, noduladas na presenca de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo
progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente
(controle). As barras representam o desvio padrao. Os valores correspondentes a
100% de atividade de aRN do controle foram de 1,83 e 1,80 mmoles de NO;
/kgMF/hora, para Vita 3 e Vita 7, respectivamente.
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Figura 36. Concentracao de NO; em caules (A) e em raizes (B) de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 e Vita 7, noduladas na presenca de 5 mM de NOs,
submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de
plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.
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Figura 37. Concentracdo de proteinas sollveis totais em folhas de plantas de
feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e
na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a desidratacdo progressiva (seca)
durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras
representam o desvio padrao.
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Figura 38. Atividade de glutamina sintetase, na base de proteinas (A) e na base de
massa seca (B) em folhas de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita
7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs,
submetidas a desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de
plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.




187

GS - NODULOS (MS) A

Econfrole |

mesftresse |

250 T

200 -

kg MS
0N
o

mmol _§GH lk
o
o

(4]
o
1

V3(+N) V7(+N) V3(-N) V7(-N)

PROTEINAS - NODULOS =

V3(+N) V7(+N) V3(-N) V7(-N)

Figura 39. Atividade de glutamina sintetase (GS), em relacdo a massa seca (A) e
proteinas soltveis totais (B) de nddulos de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita
3 (V3) e Vita 7 (V7), noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de
NOs;, submetidas a desidratacdo progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e
de plantas irrigadas diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.
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Figura 40. Concentracdo de leghemoglobina dos nddulos (A) e ureideos da seiva do
xilema (B) de plantas de feijao-de-corda, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 7 (V7),
noduladas na presenca (+N) e na auséncia (-N) de 5 mM de NOs, submetidas a
desidratacao progressiva (seca) durante 3 dias consecutivos e de plantas irrigadas
diariamente (controle). As barras representam o desvio padrao.




5 - CONCLUSOES

Plantas noduladas de Vigna unguiculata apresentaram boa adaptagao ao
déficit de agua e excelente recuperacao a rehidratacdo. A integridade do aparelho
fotossintético, em termos das concentragoes de clorofilas, foi pouco alterada pelo
estresse hidrico. As folhas foram menos afetadas pelo estresse do que os nddulos
em termos da manutencdo do balanco proteinas/fitomassa. A adaptacdo ao déficit
hidrico foi mostrada pelo incremento no crescimento das raizes e redugbes drasticas
na acumulagdo de massa seca da parte aérea. Os nodulos e as folhas foram as

partes mais severamente afetados pelo estresse hidrico.

As plantas de feijao-de-corda mostraram um intenso e rapido acimulo de
prolina livre, particularmente nas raizes, em resposta as pequenas redugdes na
disponibilidade hidrica, provavelmente como um mecanismo de ajustamento
osmotico. As concentracoes de aminoacidos livres totais e ureideos foram
aumentadas intensamente, enquanto que a composicao relativa e as concentragoes
dos aminoacidos totais nas folhas ndo sofreram alteragGes. A biossintese de prolina
nas folhas foi provavelmente relacionada com os aumentos na atividade de
glutamina sintetase, induzidos pelo déficit hidrico.

O processo de reducdo assimilatoria de nitrato, mensurado através da
atividade de redutase de nitrato (aRN) e acumulacao de nitrato nos tecidos, foi
drasticamente reduzido nas folhas por efeito do estresse hidrico. Entretanto, as
plantas estressadas exibiram uma recuperacao intensa na aRN, decorridas 24 horas
apos a rehidratagao. Ao contrario, aRN nos nodulos ndo foi afetada pelo estresse,
sugerindo o predominio de RN do tipo constitutiva nesses tecidos, em relacdo ao tipo

induzivel pelo nitrato, predominante nas folhas.

O processo de fixacdo simbidtica de N, avaliado a partir do crescimento dos
nodulos, atividade de glutamina sintetase, concentracdo de leghemoglobina e de

ureideos na seiva do xilema, também foi intensamente reduzido pelo déficit hidrico.
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O decaimento assim como a recuperacao desse processo foi mais lento que o
da aRN nas folhas, reforcando a idéia de que os nddulos foram mais profundamente
alterados que as folhas em termos de integridade das proteinas, quando as plantas

noduladas foram submetidas ao estresse hidrico.

As cultivares Vita 3 e Vita 7, quando noduladas na presenca de 5 mM de NO’3,
apresentaram a mesma intensidade de crescimento e distribuicao da fitomassa. O
estresse hidrico provocou reducdes mais acentuadas no acumulo de massa seca das
folhas da cultivar Vita 3. Por outro lado, Vita 7 apresentou maior crescimento nas
raizes, nessas condigoes. Essa ultima cultivar exibiu maior concentracdo de prolina
livre nas raizes enquanto que Vita 3 mostrou maior acumulacdo desse aminoacido
nas folhas, evidenciando diferentes estratégias de ajustamento osmético entre as

duas cultivares submetidas ao estresse hidrico.

A cultivar Vita 3, quando nodulada na auséncia de nitrato, apresentou maior
producao de fitomassa total, em relagao a Vita 7. Entretanto, a primeira cultivar foi
mais sensivel ao déficit hidrico. A maior sensibilidade de Vita 3, nessas condicoes, foi
inferida a partir das drasticas alteragbes na morfologia das folhas, as quais
apresentaram um aumento intenso no tamanho médio dos foliolos, em relacdao a

essa mesma cultivar nodulada na presenca de nitrato.

A maior sensibilidade de Vita 3, nodulada na auséncia de nitrato, foi ainda
inferida a partir de decréscimos na acumulacao de prolina nas folhas. Por outro lado,
Vita 7 mostrou intensa redugdo no acumulo de prolina principalmente nas raizes, em
relagdo as plantas noduladas na presenca de nitrato, quando ambas foram
submetidas ao déficit hidrico. As duas cultivares mostraram semelhantes aumentos

nas concentragoes de ureideos no caule por efeito desse tratamento.

Na presenca de 5 mM de NO'3 as cultivares Vita 3 e Vita 7 apresentaram
semelhangas na assimilacdo de nitrato (aRN e acimulo de nitrato) e nos parametros

relacionados com a fixagao de N, (concentracao de leghemoglobina, atividade de

glutamina sintetase nos nddulos e concentracdo de ureideos na seiva do xilema),
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tanto na condicdo normal como na presenca de déficit hidrico. A atividade especifica
de glutamina sintetase nas folhas foi ligeiramente aumentada pelo estresse hidrico

nas duas cultivares.

A cultivar Vita 3, nodulada na auséncia de nitrato, apresentou maior fixagao
simbidtica de N,, em relacdo a presenca de nitrato e também em relagdo a Vita 7
nodulada na auséncia de nitrato. A maior fixacao foi relacionada com um maior
crescimento nos nddulos, maior concentragao de leghemoglobina e maiores fluxos de
ureideos na seiva do xilema. O estresse afetou de maneira semelhante as duas

cultivares em termos desses paramentros relacionados com a fixacao de N,.

Os resultados mostraram que os dois processos de assimilacao de N (reducao
assimilatoria de NO; e fixacdo e assimilacdo de N;) foram intensamente sensiveis ao
déficit de agua, sendo que a recuperacgdo na atividade dos nodulos foi mais lenta do
que a das folhas, provavelmente devido a maior degradacao de proteinas. As plantas
de feijao-de-corda mostraram capacidade de ajustamento osmético através da
acumulagao de prolina, principalmente nas raizes. A presenca de nitrato favoreceu a

adaptacao das plantas noduladas ao déficit hidrico.
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