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RESUMO - Estudaram-se os efeitos da supressdo e do ressuprimento de Pi sobre o metabolismo do
nitrogénio, mediante a fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (N,) e atividade da GS, Fd-GOGAT e
NADH-GOGAT, em plantas de alfafa, cv. Florida 77, inoculadas com Sinorhizobium meliloti, em
diferentes estadios do desenvolvimento vegetativo (V3 e V4) e reprodutivo (R6 e R8). O ensaio foi
conduzido em casa-de-vegetacdo e as plantas cultivadas em solucao nutritiva. O periodo de supressdo de
Pi por dez dias reduziu os teores de Pi nas folhas e nos nédulos em todos os estadios do desenvolvimento,
ao passo que nas raizes essa reducdo somente foi observada nos estddios vegetativos. Apds o
ressuprimento de Pi por igual periodo, ou seja, dez dias, foi observada a recuperagdo nos estadios R6 e RS
para folhas, V3 e V4 para raizes ¢ V3 para os noédulos. A supressdo de Pi reduziu significativamente os
teores de aminoacidos totais nas folhas e nas raizes em todos os estadios do desenvolvimento, indicando
que houve altera¢do no processo de fixagdo do N,. Apos o ressuprimento, os teores de aminoacidos totais
nas raizes, em todos os estadios do desenvolvimento, alcangaram valores similares aqueles das plantas do
tratamento-controle, ao passo que nas folhas isso s6 ocorreu nos estadios vegetativos. A composicdo de
aminoacidos na seiva do xilema ndo foi alterada em funcdo da supressdo e do ressuprimento de Pi. As
atividades da GS e Fd-GOGAT, nos nodulos, foram reduzidas apenas nos estddios V3 e RS, enquanto
com o ressuprimento ndo houve recuperagdo da Fd-GOGAT. Contudo, houve a recuperagao da atividade
da GS em RS8. Nas folhas, a atividade da GS foi significativamente alterada em todos os estadios,
enquanto a da Fd-GOGAT foi alterada somente em V3 e V4. Apods o ressuprimento, ndo houve a
recuperacao da atividade da GS e Fd-GOGAT em V3. A NADH-GOGAT nas folhas e nos nédulos foi
significativamente reduzida nos tratamentos de supressdo de Pi em todos os estadios avaliados, ndo
havendo recuperacdo apos o ressuprimento. A NADH-GOGAT foi muito sensivel a baixa disponibilidade
de Pi. A supressdao do Pi parece exercer controle na atividade dessas enzimas durante os diferentes
estadios do desenvolvimento.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXACAO: Medicago sativa, supressio de fosforo, ressuprimento
de fosforo, aminoacidos, GS/GOGAT.

ABREVIACOES: Pi - Fosfato inorganico, cv. - Cultivar, MF - Matéria fresca, GS - Sintetase da
glutamina, Fd-GOGAT - Sintase do glutamato dependente de ferredoxina, NADH-GOGAT Sintase do
glutamato dependente de NADH.
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NITROGEN METABOLISM IN ALFALFA NODULATED UNDER
PHOSPHORUS SUPRESSION AND RESUPPLY

ABSTRACT- Pi suppression and resupply effects were studied on nitrogen metabolism by means studied
of evaluating on nitrogen biological fixation (N,), GS, Fd-GOGAT and NADH-GOGAT activities in
alfalfa cv. Florida 77 plants inoculated with Sinorhizobium meliloti in different vegetative (V3 and V4)
and reproductive (R6 and R8) stages. The experiment was conducted in a greenhouse and the plants
cultivated in nutritive solution. The Pi ten days suppression period decreased Pi levels in leaves and
nodules in all growth stages, whereas in the roots this decrease was observed only in the vegetative
stages. After Pi resupply to the nutritive solution during a similar period, ten days, it was observed Pi
levels recovery in stages R6 and R8 for leaves, V3 and V4 for roots and V3 for nodules. Pi suppression
significantly reduced total amino acids levels in leaves and roots in all growth stages, indicating that there
was some alteration in the N, fixation process. After Pi resupply to the nutritive solution, total amino
acids levels in roots in all growth stages reached similar values when compared to the control. Whereas
in leaves this only happened in the vegetative stages. Xylem sap aminoacids composition did not alter as a
function of either the Pi suppression or resupply. GS and Fd-GOGAT in the nodules decreased only in
stages V3 and R8, whereas with the resupply there was no Fd-GOGAT recovery. Nonetheless, there was
recovery of GS activity in R8. In the leaves, GS activity was significantly altered in all stages, while Fd-
GOGAT was altered only in V3 and V4. After the resupply there was no GS and Fd-GOGAT recovery in
V3. The NADH-GOGAT in leaves and nodules was significantly reduced in tratments that suppressed Pi
in all stages evaluated. Therefore, there was no recovery after resupply. NADH-GOGAT was quite
sensible to low Pi availability. Pi suppression seems to exert control over those enzymes activities
throughout all different growth stages.

ADITIONAL INDEX TERMS:
aminoacids, GS/GOGAT

ABBREVIATIONS: Pi - inorganic phosphorus, cv. Cultivar, MF - Fresh weight, GS - Glutamine
synthetase, Fd-GOGAT - Ferredoxin-dependent glutamate synthase, NADH-GOGAT - NADH-dependent
glutamate synthase.

Medicago sativa, phosphorus suppression, phosphorus resupply,

INTRODUCAO solos reduz a produgdo de fotoassimilados,
afetando negativamente a capacidade dos nodulos
de manter a taxa de fixacdo de N, (Vance et al.,

1979).

Estudos sobre a influéncia do Pi na
fixacdo simbidtica do nitrogénio atmosférico (N;)
tétm  recebido  consideravel atencdo em
leguminosas, em razdo do alto requerimento desse
elemento durante as fases de iniciagdo,
crescimento ¢ funcionamento dos noédulos
radiculares (Al-Niemi et al., 1997). Observou-se
que o Pi potencializa a fixagdo simbidtica do N,

A deficiéncia de Pi diminui a massa
nodular (Isracl, 1987) e a taxa fotossintética por
unidade de area foliar (Qiu e Israel, 1992). A
sacarose translocada pelo floema, das folhas para
os nodulos, fornece a energia e os esqueletos

por estimular o crescimento da planta hospedeira,
além de afetar diretamente o crescimento do
rizobio e do nodulo (Chaudhary e Fujita, 1998).
Em alfafa, a baixa disponibilidade de Pi nos

carbonicos para a fixacdo do N,, assimilagdo do
amonio e sintese “de novo” de purinas (Sa e Israel,
1995). Essas observagdes corroboram a hipotese de
que a deficiéncia de Pi pode reduzir o suprimento
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de fotossintatos para os nodulos, resultando em um
impacto negativo sobre a assimila¢do do nitrogénio
em plantas de soja, em virtude da redugdo no
suprimento de esqueletos carbdnicos e energia para
efetuar o processo assimilatorio do NH,'(S4 e
Israel, 1995).

A estimativa da fixacdo simbidtica do
nitrogénio pode ser feita com base na concentragao
de N-ureideos e N-aminoacidos na seiva do xilema
de leguminosas noduladas. Pelos resultados
obtidos em soja, constatou-se correlagdo positiva
entre a abundancia relativa de N-ureidico e a
propor¢do de N, fixado, medidos em todos os
estadios de crescimento (Ohtake et al., 1995). Em
soja submetida a supressdo de Pi por sete dias, a
porcentagem relativa de N-ureideo no exsudato do
xilema foi reduzida, enquanto a concentragdo de
aminoacidos totais aumentou em todos os estadios
de desenvolvimento. Apos o ressuprimento ndo foi
observada nenhuma recuperagdo na porcentagem
relativa de ureideos (Silva, 1998).

Em plantas superiores, tanto a NADH-
GOGAT quanto a Fd-GOGAT tém ampla
distribuicdo nos diferentes tecidos. A NADH-
GOGAT ¢ considerada a forma mais importante
nos nodulos de plantas de tremogo (Benny e
Boland, 1977), feijao (Chen e Cullimore, 1988) e
alfafa (Anderson et al., 1989). Em razdo da
presenca de Fd-GOGAT na fracdo celular dos
noédulos de soja, algumas fungdes fisiologicas
dessa enzima estdo relacionadas com a ciclagem
do glutamato durante a assimilagio do amonio
proveniente da fixagdo do N, (Suzuki et al., 1984).

Enquanto GS ¢ NADH-GOGAT, em
nédulos, sdao responsaveis pela assimilagdo
primaria do nitrogénio, GS e Fd-GOGAT foliares
estdo mais relacionadas a reassimilagdo dos ions
NH," produzidos por outros processos fisiologicos.
A atividade da Fd-GOGAT nos cloroplastos das
folhas ¢ induzida pela luz, estando relacionada com
processos como a fotossintese e a fotorrespiragdo
(Lam et al., 1996). O amonio liberado pela
fotorrespiragdo deve ser eficientemente refixado
pela GS/Fd-GOGAT, o que possibilita grande
economia de nitrogénio para as plantas (Hausler et
al., 1994).

A atividade de GS, NADH-GOGAT e
Fd-GOGAT, em plantas de soja sob supressido de
Pi no inicio dos estadios vegetativos e
reprodutivos, foi significativamente menor € ndo se
recuperou com o ressuprimento de Pi. A supressdo
de Pi provocou redugdo nos teores de ureideos, o
que permitiu a inferéncia de que houve reducao na
atividade da nitrogenase e do sistema GS/GOGAT
(Silva, 1998).

Em soja cujos nodulos
crescimento determinado e transportam
principalmente ureideos, a deficiéncia de Pi
diminui a concentragdo de nitrogénio, tanto na
parte aérea quanto nos nodulos; ao mesmo tempo,
o ressuprimento resultou em aumento da
nodulacdo, tanto em numero quanto em massa
nodular (Ribet e Drevon, 1995). Contudo, em
alfafa, cujos nodulos apresentam crescimento
indeterminado e 0 nitrogénio fixado
simbioticamente ¢ transportado principalmente na
forma de amidas e aminoacidos, os efeitos do
ressuprimento nas fases vegetativas e reprodutivas
podem ser distintos dos da soja.

Assim, este estudo foi desenvolvido com
o objetivo de investigar os efeitos da supressdo e
do ressuprimento de Pi em plantas de alfafa, cv.
Flérida 77, inoculadas com Sinorhizobium meliloti,
sobre o metabolismo do nitrogénio, avaliado pela
fixagdo biologica do N, e pela atividade da
sintetase da glutamina e da sintase do glutamato,
tanto no estddio vegetativo quanto no estadio
reprodutivo da planta.

apresentam

MATERIAL E METODOS

Sementes de alfafa (Medicago sativa
(L.), cv. Florida 77) fornecidas pela Embrapa Gado
de Leite, em Juiz de Fora, MG, foram previamente
esterilizadas superficialmente por imersdo em
etanol 70% por 1 min e em perdxido de hidrogénio
6% (v:v), por 5 min, seguindo-se cinco lavagens
em agua destilada estéril (Vincent, 1970). A
germinagdo das sementes foi realizada em areia
lavada e esterilizada. Quando atingiram o estadio
de desenvolvimento V2 (folha trifoliolada,
completamente desenvolvida no né acima do no
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das folhas unifolioladas), as pléntulas foram
selecionadas quanto a uniformidade de tamanho e,
em seguida, inoculadas com Sinorhizobium
meliloti.

Apo6s a inoculagdo, as plantas foram
cultivadas em vasos de isopor com capacidade de
5,0 L, revestidos internamente com sacos de
polietileno contendo solugdo nutritiva de Hoagland
¢ Arnon (1950), modificada, cuja composigdo é: K,
3,0; Ca, 3,0; Mg, 1,0; P, 0,14; S, 2,0 mM; B, 46,0;
Zn, 1,5; Cu, 0,3; Mo, 0,6; Mn, 18,0; Fe-EDTA,
38,0 uM. O NH4-N, 0,1; NOs-N, 0,6 mM somente
foram adicionados a solugdo nutritiva na primeira
semana de crescimento, ¢ o Co, 0,75 uM, somente
nas trés primeiras semanas. Os vasos receberam
arejamento continuo ¢ o pH da solu¢do nutritiva foi
ajustado diariamente em 6,0 + 0,3, mediante a
adi¢do de HCI 1,0 N ou NaOH 1,0 N. As trocas de
solucdo nutritiva foram efetuadas semanalmente
durante os estadios vegetativos e no intervalo de
tr€s dias durante os estadios reprodutivos.

Delineamento experimental

Foram executados dois ensaios. O
primeiro foi realizado para investigar os efeitos da
supressao do Pi durante os estadios vegetativos V3
(folhas completamente desenvolvidas no 5° nd
acima do noé das folhas unifolioladas) e V4 (folhas
completamente desenvolvidas no 7° n6 acima do
no6 das folhas unifolioladas) e reprodutivos R6 (um
n6 com uma flor aberta) e R8 (um a trés noés com
vagem verde). As plantas atingiram os estadios de
desenvolvimento V3, aos 21 dias; V4, aos 36; R6,
aos 82; e RS, aos 95 dias apos o transplantio. Esse
ensaio consistiu de dois tratamentos: a) controle, Pi
durante todo o periodo experimental; e b)
supressdo do Pi por dez dias, quando as plantas
atingiram os estadios V3, V4, R6 ¢ R8. Apods o
periodo de supressdo, as plantas foram coletadas e
as andlises efetuadas.

O segundo ensaio foi realizado para
investigar os efeitos do ressuprimento de Pi
durante os estadios V3, V4, R6 e R8. Esse ensaio
também foi constituido de dois tratamentos: a)
controle, Pi durante todo o periodo experimental e
b) ressuprimento de Pi por dez dias apods periodo

de supressdo também de dez dias, quando as
plantas atingiram os estadios V3, V4, R6 e R8.
Apds o periodo de ressuprimento, as plantas foram
coletadas e as analises efetuadas.

Foram utilizadas parcelas de duas plantas
por vaso, num esquema fatorial constituido de dois
tratamentos e quatro épocas de amostragem, com
quatro repetigdes, dispostas num delineamento
experimental inteiramente casualizado. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, a 5% de
significancia pelo teste de Fischer (F) e analise de
regressdo. Utilizou-se nessas andlises o programa
SAS.

Coleta da seiva do xilema e dosagem de
aminoacidos

Para a coleta da seiva do xilema, os
caules das plantas foram secionados acima do no
cotiledonar e o material coletado foi imediatamente
transferido para frascos de vidro mantidos em
banho de gelo e posteriormente conservados a -
15°C.

A separagdo dos aminoacidos livres foi
efetuada por meio de cromatografia liquida de alto
desempenho, em coluna de fase reversa C 18
Superpac ODS — 2, ap6s a derivagdo com o-
ftaldialdeido (OFA) (Benson e Hare, 1975; Jarret et
al. 1986).

Uma aliquota de 20 puL da amostra foi
adicionada a um tubo eppendorf contendo 60 pL
do reagente OFA. Apds 2 minutos de derivagdo, 10
uL da mistura foram injetados no cromatografo.
As concentragdes de aminoacidos nas amostras
foram determinadas pela area dos picos integrada,
comparada aos picos de um padrdo Sigma 18, com
15 aminoacidos protéicos, e de outro padrdo com
os aminoacidos asparagina (Asn), glutamina (Gln)
e acido y-amino butirico (GABA), todos em
concentracao de 2,5 mM.

Aminoacidos livres totais

Os teores de aminoacidos totais foram
determinados no segundo trifélio  superior
completamente expandido, a partir do apice ¢ em
amostras de raizes finas localizadas nas
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extremidades do sistema radicular. Os aminoacidos
totais foram determinados por meio de reacdo
colorimétrica com ninhidrina, a partir de uma
curva-padrao de glicina (Gly), glutamato (Glu),
arginina (Arg) e fenilalanina (Phe), usando-se
concentracdes de até¢ 0,1 uM (Rena e Masciotti,
1976).

Determinacao dos teores de Pi

Os teores de Pi foram determinados no
terceiro  trifolio  superior, = completamente
expandido, a partir do apice e em amostras de
raizes finas e de nodulos, utilizando-se o método
proposto por Smille e Krotkov (1960) e adaptado
por Houge et al., (1970).

Ensaios enzimaticos

Para a determinacdo da atividade da GS e
GOGAT, em todos os ensaios foi preparado o meio
de extracdo (Hausler ef al., 1994) modificado, com
a seguinte composi¢do: tampdo TRIS-HCI 100
mM(pH 7,8), MgSO, 2,5 mM, KCI 25,0 mM, DTT
1,0 mM, B-mercaptoetanol 1% (v/v), EDTA 0,25
mM, Triton X-100 0,5%, glicerol 2,0% (v/v). Foi
utilizada uma relagdo de 5,0 mL de tampido de
extragdo por grama de folhas ou nddulos, que
foram macerados em almofariz com pistilos
previamente resfriados. A temperatura de extragao
foi mantida proxima de 4°C, utilizando-se banho
de gelo. O homogenato, assim obtido, foi
centrifugado a 15.000 g, por 15 min, a 4°C.
Aliquotas do sobrenadante foram imediatamente
utilizadas para as avaliagdes da atividade
enzimatica.

Sintetase da glutamina (GS; EC 6.3.1.2)

A atividade da sintetase da glutamina foi
determinada pela formagdo de y-glutamil-
hidroximato e quantificada com cloreto férrico
acidificado. O ensaio foi realizado segundo Rhodes
et al. (1975), modificado por Tonin (1988) e
Junghans ¢ Mosquim (1995). A aliquota de 0,05
mL do extrato foi acrescentada a solucdo de ATP
6,25 mM, MgSO, 45,0 mM, hidroxilamina-HCI
6,25 mM, glutamato 93,75 mM e tampdo TRIS

100,0 mM (pH 7,2), em volume final de 3,2 mL. O
meio de reag¢do foi incubado a 30°C em banho-
maria e, apos 20 min de incubacdo, foram retiradas
aliquotas de 0,8 mL, adicionando-se, a cada uma,
1,2 mL do reagente constituido por uma mistura de
acido tricloroacético 0,20 M e FeCl; 0,37 M,
diluidos em HCl 0,67 N. As proteinas foram
removidas por centrifugacdo a 10.000 g por 5 min.
A absorvancia no sobrenadante foi medida a 540 nm.
O branco foi constituido da mistura citada, mas sem o
glutamato. Uma curva de calibragdo foi construida,
usando-se y-glutamil-hidroximato (GHA) como
padrao, com concentragdes de até 1,0 uM.

Sintase do glutamato dependente de ferredoxina
(Fd-GOGAT; EC 1.4.7.1.)

Para a determinacdo da atividade da Fd-
GOGAT, foi utilizado, como substrato, o metil-
viologénio reduzido, em vez da ferredoxina
(Hausler et al., 1994). Uma aliquota de 0,3 mL do
extrato cru foi acrescentada a uma soluc¢do de
glutamina 10,0 mM, 2-oxo-glutarato 10,0 mM,
metil-viologénio 8,0 mM e tampao fosfato 100,0
mM (pH 7,5), em volume final de 1,5 mL. Apos
pré-incubagdo em banho-maria, a 30°C por 2 min,
a reagdo foi iniciada com a adi¢do de 0,3 mL do
agente redutor (16,0 mg de Na,S,0, e 16,0 mg de
NaHCO; em 1,0 mL de H,O). A reagdo foi
interrompida apdés 20 min, mergulhando-se os
tubos em banho-maria a 90°C por 2 min. Os tubos
de ensaio foram agitados vigorosamente para
garantir a re-oxidagdo do metil-viologénio. O
glutamato formado na reagdo foi separado da
glutamina, por meio de cromatografia de troca
ionica, passando-se a mistura numa coluna de
Dowex-1 na forma de acetato (100-200 mesh),
equilibrada com acido acético 0,3 M. A glutamina
foi lavada na coluna com 15 mL de agua destilada
¢ o glutamato foi eluido em 5,0 mL de acido
acético 0,3 M. O glutamato formado durante a
reacdo foi quantificado usando-se ninhidrina. Uma
aliquota de 1,0 mL do eluido foi misturada a 2,0
mL da solucdo de ninhidrina (0,4 g de ninhidrina,
1,0 g de CdCl,, 80,0 mL de etanol 80%, 10,0 mL
de acido acético, 20,0 ml de agua destilada) e
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incubada por 10 min a 80°C (Matoh et al., 1979).
A absorvancia foi medida a 506 nm. O branco foi
constituido da mistura citada, mas sem a
glutamina. Uma curva de calibracao foi construida,
usando-se glutamato (Glu) como padrdo, com
concentracdes de até 0,3 pM.

Sintase do glutamato dependente de NADH
(NADH-GOGAT; EC 14.1.14)

A atividade da sintase do glutamato
dependente de NADH foi quantificada medindo-se
0 NADH consumido durante a rea¢éo:

Glutamina + 2-oxo-glutarato + NADH —
2 glutamato + NAD"

O ensaio foi realizado seguindo-se o
método proposto por Rhodes et al, (1975),
modificado por Tonin (1988) e Junghans e
Mosquim (1995), com aliquota de 0,15 mL do
extrato enzimadtico, glutamina 5,0 mM, 2-oxo-
glutarato 5,0 mM, NADH 0,1 mM e tampao TRIS-
HCI 50,0 mM (pH 7,5), em volume final de 3,0
mL. O meio de reacdo foi incubado em banho-
maria, a 30°C, com leituras sendo efetuadas
automaticamente a cada 60 segundos, por 5 min,
em espectrofotdmetro (U-2000, Hitachi), em 340
nm. O branco foi constituido da mistura citada,
mas sem a glutamina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se redugdo significativa nos
teores de Pi nas folhas das plantas sob supressao,
em relacdo as do tratamento-controle em todos os
estadios do desenvolvimento (Figura 1-A).
Resultados similares foram observados na matéria
seca da parte aérea em soja (SILVA, 1998), o
mesmo ocorrendo com o Pi total em alfafa (Drevon
e Hartwing, 1997), Vigna radiata e Vigna
aconitifolia (Chaudhary e Fujita, 1998). Os teores
de Pi obtidos no presente ensaio podem ser
considerados altos, quando comparados com os de
plantas de soja submetidas a sete dias de supressao
de Pi, que variaram de 0,2 a 0,5 mg g”' MF (Silva,
1998). O aumento de Pi nos estadios reprodutivos
no tratamento controle deve-se principalmente a
remobilizacdo desse elemento a partir das folhas

em senescéncia para as folhas amostradas.
Mediante diversos estudos, tem-se demonstrado
uma estreita relagdo entre a remobilizacdo do Pi
das folhas em senescéncia para as regides em
crescimento, quando ocorrem alteragdes no
suprimento de Pi na época do florescimento
(Grabau et al., 1986; Crafts-Brandner, 1992).

Apds o ressuprimento, a recuperagio
desses teores nas folhas nos estadios V3 e V4
(Figura 1-B) ¢ indicativa da capacidade das plantas
de absorver Pi, quando esse foi adicionado a
solucdo nutritiva. Entretanto, a auséncia de
resposta nos estadios R6 e R8 (Figura 1-B)
provavelmente ocorreu em razdo da queda na
absor¢do e, ou, da maior translocagdo de Pi das
folhas amostradas para as flores e frutos.

Os teores de Pi nas raizes das plantas sob
supressdo (Figura 1-C) somente mostraram
diferengas significativas nos estadios vegetativos
em relacdo as plantas do tratamento-controle.

Com o ressuprimento, os teores de Pi das
raizes nos estadios vegetativos ndo alcangaram
valores similares aos do tratamento-controle
(Figura 1-D). De modo geral, nos estadios
reprodutivos, tanto nas plantas sob supressdo bem
como nas plantas sob ressuprimento, os teores de
Pi nas raizes foram menores em relagdo aos
estadios vegetativos. Esses teores, menores nas
raizes em relacdo aos das folhas nos estadios
reprodutivos, podem ser decorrentes da maior
remobilizag@o do Pi para a parte aérea (Figura 1-A)
e, possivelmente, para as flores e os frutos. Em
plantas de feijdo sob baixos niveis de Pi,
observaram-se reducdo nos teores de Pi nas raizes,
durante os estadios reprodutivos e, aumento desse
elemento nas gemas e sementes (Snapp e Lynch,
1996).

Nos nddulos, os teores de Pi nas plantas de
alfafa submetidas ao tratamento de supressdo
diferiram significativamente aos das plantas do
tratamento-controle, em todos os estadios analisados
(Figura 1-E). Nos estadios vegetativos, esses teores
foram mais elevados, tanto nas plantas do tratamento-
controle como nas plantas do tratamento sob
supressdo, quando comparados com os das plantas de
soja submetidas ao mesmo tratamento por um
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periodo de sete dias (Silva, 1998). O aciimulo de Pi
durante os estadios vegetativos ¢ um indicativo de
que a remobilizagdo de Pi aumenta durante os
estadios reprodutivos, quando o fosforo esta em baixa
disponibilidade; essa remobiliza¢ao pode ser um fator
importante na produtividade das culturas (Snapp e
Lynch, 1996).

Apds o ressuprimento, os teores de Pi
alcangaram valores similares aos das plantas do
tratamento-controle, exceto em V3 (Figura 1-F).

O aumento na concentragdo de Pi nos
noédulos de plantas sob deficiéncia tem sido
atribuido a mecanismos de remobilizacdo e
transporte desse elemento de outros oOrgdos da
planta, além da indugdo na sintese de fosfatases
nos bacterdides em noddulos de feijoeiro, o que
resultaria em aumento na disponibilidade e na taxa
de transporte de Pi (Al-Niemi et al., 1997). A
atividade dessas fosfatases nos bacterdides ¢ maior
durante os estadios vegetativos, reduzindo-se
aproximadamente em 75% durante os estadios
reprodutivos (Al-Niemi et al., 1997). Essas
observacdes podem também ser admitidas para a
alfafa e relacionadas com a reducdo nos teores de
Pi nos nddulos em R6 ¢ R8 (Figura 1-E).

Os teores de Pi nos nodulos das plantas
de alfafa (Figura 1-E) foram superiores aqueles das
raizes em todos os estadios avaliados (Figura 1-C),
e, quando comparados aos teores nas folhas
(Figura 1-A), somente nos estadios V3 e V4. Dessa
forma, pode-se inferir que, em condigdes subdtimas
de suprimento de Pi, os nodulos mantém uma
concentracdo relativamente alta desse elemento. Em
plantas de alfafa submetidas a condi¢des limitantes
de Pi, os teores de Pi foram superiores nos noédulos
em relacdo aos das raizes e da parte aérea (Drevon e
Hartwing, 1997). Em diferentes cultivares de Vigna
aconitifolia, os teores de Pi nos nodulos foram
relativamente mais elevados que na parte aérea
(Chaudhary e Fujita, 1998).

Os teores de aminodcidos totais nas
folhas (Figura 2-A) e nas raizes (Figura 2-C) das
plantas sob supressdo diferiram significativamente
em relag@o aos das plantas do tratamento-controle,
em todos os estadios do desenvolvimento,
demonstrando a importdncia do Pi tanto no

processo de fixacdo do N, quanto nos processos de
assimilacdo do nitrogé€nio biologicamente fixado.
As leguminosas, quando em simbiose com
bactérias fixadoras de N,, sdo particularmente mais
afetadas em seu desenvolvimento em solos com
baixa disponibilidade de Pi. Em plantas de soja (Sa
e Israel, 1991) e de alfafa (Drevon e Hartwing,
1997) submetidas a baixos niveis de Pi, a atividade
da nitrogenase foi significativamente menor que
nas plantas do tratamento-controle. As plantas de
alfafa (Collins et al., 1986), soja (Israel, 1987) e
feijdo (Pereira e Bliss, 1987; Araujo et al., 1997)
respondem positivamente a fertilizagdo de Pi. A
aplicacdo de fertilizantes fosfatados aumentou a
atividade especifica da nitrogenase, a concentragdo
do nitrogénio na parte aérea ¢ a matéria seca de
plantas de feijao (Al-Niemi et al., 1997).

Os teores de aminoacidos totais nas
folhas aumentaram até o estadio V4, tanto nas
plantas sob supressdo quanto nas plantas do
tratamento-controle, reduzindo-se de forma
gradual nos estaddios R6 ¢ R8 (Figura 2-A). A
reducdo em R6 e, em maior propor¢cdo em RS, nas
folhas, provavelmente estd relacionada com a
translocacdo dos aminoacidos na seiva do xilema
para os orgdos reprodutivos da planta. A elevada
demanda de aminoacidos pelos frutos esta
relacionada com a biossintese de proteinas de
reserva nas sementes. Em plantas de soja
inoculadas, observou-se maior concentragdo de N-
aminoacidico, preferencialmente nos frutos (Alves
et al., 1994), corroborando a hipotese de que esse
orgdo desempenha uma forte for¢a de dreno.

Apobs o ressuprimento, observou-se uma
recuperacao nos teores de aminoacidos totais nas
folhas, nos estadios vegetativos, enquanto nos
estadios reprodutivos esses teores mantiveram-se
menores do que no tratamento-controle (Figura 2-
B). A ndo-recuperacdo nos teores de aminoacidos
totais nas folhas nos estadios reprodutivos pode
estar relacionada com a menor sintese, em razao da
baixa concentracdo de Pi nas folhas e, ou com o
maior transporte e acimulo de aminoacidos para as
flores e frutos.

Nas raizes das plantas sob supressdo, os
teores de aminodcidos foram estatisticamente
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FIGURA 1 — Teores de fosfato inorgancio (Pi) na matéria fresca (MF) de folhas (A, B) raizes (C, D) e
nodulo (E, F) de plantas de alfafa sob supressdo e ressuprimento de fosfato, aos 21 (V3), 36 (V4), 82 (R6)
e 95 (R8) dias apos o transplantio. C= Controle; S = Supressdo; R = Ressuprimento. ** Significativo pelo

teste t a 1% de probabilidade.
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diferentes do tratamento-controle e
aumentaram dos estadios V3 até RS,
diminuindo em R8 (Figura 2-C). Raizes de
plantas de feijdo sob deficiéncia de Pi
apresentaram uma queda acentuada na fragdo
aminoacidica, quando comparadas as das
plantas do tratamento-controle (Ciereszko et

com o estadio de completo florescimento,
quando o processo de fixacdo do N, se
intensifica.

Apds o ressuprimento, a recuperagdao
nos teores de aminoacidos totais nas raizes
ocorreu  em  todos os  estadios do
desenvolvimento (Figura 2-D). Provavelmente,
essa recuperagdo pode estar relacionada com a
maior translocagdo de aminoacidos para esses
orgaos.

al., 1996). Esses aumentos nos teores de
aminoacidos totais nas raizes sdo compativeis
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FIGURA 2 - Teores de aminoacidos totais na matéria fresca (MF) de folhas (A, B) e raizes (C, D) de
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de probabilidade.

A porcentagem de aminodcidos livres
presentes no exsudato do xilema das plantas sob
supressdo (Tabela 1) e ressuprimento de Pi (Tabela 2)
demonstra que a composi¢ao pouco variou entre as
plantas do tratamento de supressio de Pi e do

tratamento-controle em todos os estadios do
desenvolvimento.

Observou-se  apenas um  pequeno
aumento na porcentagem de alguns aminodacidos,

tais como: glutamato, serina, glicina, arginina e
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alanina durante os estadios reprodutivos. A
porcentagem de glutamina decresceu no estadio
reprodutivo, tanto nas plantas do tratamento-
controle quanto nas plantas sob supressdo de Pi.
Essas diferencas demonstram que o estadio do
desenvolvimento exerceu maior influéncia sobre a
composi¢cdo de aminoacidos na seiva do xilema
que a supressdo de Pi. Geralmente, a composicdo
de aminoacidos na seiva do xilema pode ser
alterada em funcdo da fertilizacdo ¢ do estadio do
desenvolvimento da planta (Ohtake et al., 1995).

Nas plantas que receberam o
ressuprimento de Pi, a porcentagem de glutamina
seguiu 0 mesmo padrdo de resposta do ensaio de
supressdio de Pi, reduzindo-se nos estadios
reprodutivos (Tabelas 1 e 2). Essa redugdo pode estar
relacionada a utilizacdo da glutamina na sintese de
outros aminodacidos, principalmente asparagina. A
asparagina foi o aminoacido encontrado em maior
concentragdo, representando, em média, 50% em
relagdo aos demais aminodcidos, seguida da
glutamina e do aspartato,

TABELA 1 - Composi¢do de aminoacidos livres na seiva do xilema de plantas de alfafa sob supressdo de fosfato

nos estadios V3, V4, R6 e R8.

V3cC V3s v4cC V4S R6C R6S R8C R8S
mol %

Asp 22,1 17,2 222 21,2 16,4 21,1 12,4 13,1
Glu 0,4 0,6 0,9 1,0 2,8 3,0 9,0 10,5
Asn 55,3 54,5 51,5 49,8 57,0 52,9 55,2 458
Ser 1,1 2.4 1,9 2,3 34 32 2,1 4,5
Gln 16,9 17,7 17,4 18,9 6,7 8,6 6,4 8,6
Gly 0,7 1,2 1,0 1,1 1,2 1,6 1,5 1,6
Arg 0,4 0,5 0,4 0,5 3,0 2,2 3,5 4,0
Ala 0,7 2,3 1,1 1,3 1,7 1,8 1,1 2,6
Outros 2,4 3,6 3,6 3,8 7,7 5,6 8,7 9,3

C = Controle; S = Supressdo

TABELA 2 - Composicdo de aminoacidos livres na

ressuprimento de fosfato nos estddios V3, V4, R6 e R8.

seiva do xilema de plantas de alfafa

sob

V3cC V3R v4cC V4R R6C R6R R8C RS8R
mol %

Asp 13,57 17,65 17,57 22,78 12,64 16,37 12,78 13,21
Glu 0,37 0,66 1,35 1,62 5,88 6,80 7,90 8,24
Asn 54,69 58,06 49,71 51,97 51,52 53,97 46,53 49,31
Ser 2,35 1,49 1,84 3,31 2,67 3,40 3,93 3,80
Gln 23,72 18,25 20,77 10,74 11,52 6,75 8,79 5,68
Gly 0,74 0,77 0,66 2,21 1,15 1,64 1,5 1,57
Arg 0,50 0,50 0,85 1,04 4,90 3,05 6,44 3,64
Ala 1,22 0,82 0,87 0,10 1,94 1,74 2,59 1,99
Outros 2,8 1,8 6,4 6,2 7,8 6,3 9,5 12,6

C = Controle; R = Ressuprimento
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tanto nas plantas sob supressdo quanto nas
submetidas ao ressuprimento (Tabelas 1 e 2).
Resultados similares foram obtidos em plantas de
alfafa noduladas, em que os principais compostos
nitrogenados encontrados na seiva do xilema foram
a asparagina, seguida da glutamina e do aspartato
(Maxwell et al., 1984; Ta et al., 1986).

A atividade da GS nos nddulos das
plantas sob supressdo de Pi foi significativamente
menor somente em V3, com decréscimos de 28%
e, em R8, com decréscimos de 7,1% (Figura 3-A).
Com o ressuprimento, a GS, no estddio V3, ndo
recuperou a sua atividade (Figura 3-B). Esse fato
sugere que, no inicio de formagdo dos nddulos, a

drastica, o processo de fixacdo do N, e a sua
posterior assimilagdo em compostos organicos.
Provavelmente isso ocorre em razdo da taxa
reduzida de translocagdo de carboidratos para os
noédulos, ou pela baixa eficiéncia na utilizagdo de
Pi na sintese de ATP.

A atividade da GS, em folhas, mostrou-se
muito sensivel a supressdo de Pi em todos os
estddios do desenvolvimento (Figura 3-C). Nos
estadios reprodutivos, ocorreu uma redu¢ao mais
acentuada da atividade, tanto nas plantas do
tratamento-controle quanto nas do tratamento sem
Pi. A maior atividade da GS nos nddulos (Figura 3-
A), em relagdo a GS das folhas (Figura 3-C),

supressdo de Pi comprometeu, de forma mais durante os estadios reprodutivos em ambos
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FIGURA 3 - Atividade da sintetase da glutamina (GS) na matéria fresca (MF) de nodulos (A, B) e folhas
(C, D) de plantas de alfafa sob supressdo e ressuprimento de fosfato, aos 21 (V3), 36 (V4), 82 (R6) e 95
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teste t a 1% de probabilidade.
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os tratamentos, ¢ um indicativo de que, nesses
estddios, a maior parte do  nitrogénio
biologicamente fixado ¢ incorporada rapidamente
em compostos organicos nas células nodulares,
sendo os produtos dessa assimilagdo translocados
para as flores e frutos.

Apds o ressuprimento, observou-se a
recuperagdo da atividade dessa enzima em todos os
estadios, exceto em V3 (Figura 3-D).

Nos nodulos das plantas de alfafa, a Fd-
GOGAT mostrou-se muito sensivel a supressdo
de Pi nos estadios V3 e R8, apresentando valores
significativamente diferentes aos das plantas do
tratamento-controle (Figura 4-A). Os
decréscimos na atividade dessa enzima situaram-

se em torno de 50% em V3 e de 59% em RS e,
com o ressuprimento, nfo ocorreu a recupe-
racdo da atividade (Figura 4-B). A queda na
atividade da Fd-GOGAT pode estar diretamen-
te relacionada com o decréscimo da atividade
da GS, nos mesmos estaddios do desen-
volvimento.

A atividade da Fd-GOGAT nas folhas
mostrou-se mais sensivel a supressdo de Pi nos
estadios vegetativos, com decréscimos de 39%
em V3 e de 30% em V4 (Figura 4-C). Com o
ressuprimento, a atividade dessa enzima,
excetuando-se a das plantas no estadio V3,
alcangou valores similares aos das plantas do
tratamento-controle (Figura 4-D).
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Resultados similares foram obtidos em
folhas de soja em que a supressdo de Pi promoveu
uma reducdo na atividade dessa enzima, tanto no
estddio vegetativo quanto no reprodutivo, sendo o
periodo de ressuprimento insuficiente para a
recuperacao da atividade da Fd-GOGAT (Silva, 1998).

A atividade da NADH-GOGAT nos
noédulos das plantas de alfafa sob supressdo de Pi
foi significativamente menor em relacdo aos das
plantas do tratamento-controle, em todos os
estadios do desenvolvimento (Figura 5-A). A
enzima mostrou-se muito sensivel a deficiéncia
de Pi em todos os estadios. O efeito da supressdo
de Pi mostrou-se mais drastico, pois ndo houve
recuperagao da atividade com o ressuprimento

de Pi (Figura 5-B).

A atividade da NADH-GOGAT (Figura
5-C) e a da GS (Figura 3-C), nas folhas,
apresentou diferencas significativas quando
comparadas a das plantas do tratamento-
controle. A supressdo de Pi foi prejudicial a
atividade da NADH-GOGAT, ndo havendo a
recuperagdo com o ressuprimento (Figura 5-D).
A atividade da NADH-GOGAT nos noddulos
(Figura 5-A) foi mais elevada que nas folhas
(Figura 5-C), o que corrobora os relatos de que,
no noédulo, o sistema GS/GOGAT é muito mais
eficiente na assimilacdo do nitrogénio fixado
simbioticamente que nas folhas (Ohyama e
Kumazawa, 1980).
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FIGURA 5 - Atividade da sintase do glutamato dependente de NADH (NADH-GOGAT) na matéria fres
ca (MF) de nddulos (A, B) e folhas (C, D) de plantas de alfafa sob supressao e ressuprimento de fosfato,
aos 21 (V3), 36(V4), 82 (R6) e 95 (R8) dias apds o transplantio. C = Controle; S = Supressao; R =
Ressuprimento. ** Significativo pelo teste t a 1% de probabilidade.
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O decréscimo nas atividades da GS
(Figura 3-C) e de NADH-GOGAT (Figura 5-C)
nas folhas durante os estadios reprodutivos esta
diretamente relacionado com a redug¢do nos
teores de aminoacidos totais nas folhas, Figura
2-C.

O efeito da supressdo de Pi sobre a
atividade das enzimas de assimilacdo do
nitrogénio nos noédulos das plantas de alfafa, nos
diferentes estadios do desenvolvimento, ndo se
relacionou diretamente com a composi¢do de
aminoacidos na seiva do xilema. A auséncia de
resposta significativa em relagdo a composigdo
de aminoacidos nas plantas sob supressdo de Pi
pode estar mais relacionada com a atividade das
enzimas que participam do processo de sintese e
degradacdo dos diversos aminoacidos presentes
nas plantas.
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