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RESUMO

Plantas de soja inoculadas com Rhizobiurn japonicumn foram culti-
vadas em vermiculita com solucdo nutritiva sem nitrogénio, em casa de
vegetagao, no Centro Experimental de Campinas, do Instituto Agrondmico.
Foi estudado o efeito quanto aos niveis de urefldeos (alantofna e &cido alan-
t6ico), aminoAcidos (total e qualitativo por analisador de amino4cidos), NO3
e NHZ, encontrados na seiva do xilema. Para esse fim, as plantas (nodu-
ladas) foram tratadas durante sete dias com solugdes nutritivas contendo os
fons NO3 (15mM) ou NH% (10mM) aplicadas préximo a época de floracéo,
ou sem nitrogénio (controle). O &cido alantbico predominou em relagdo &
alantofna, e essa proporgao tendeu a aumentar com a exposicéo da planta a
N-mineral. O transporte de nitrogénio total pelo xilema foi maior para o pro-
cesso de fixacdo de N,, decrescendo para o de absorcao de NH? e para
o de absorgédo de NOj, sugerindo que o transporte de nitrogénio tenha depen-
dido da interacio entre presenca de N-mineral no solo e disponibilidade de
energia. A fixacao de N,, processo mais dispendioso de energia, possibilita
maior produgdo de ureldeos, que exportam mais nitrogénio que os aminoé-
cidos. A asparagina foi o aminodcido encontrado em maior quantidade no
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xxlema independente do tratamento. O tratamento NH} nZo alterou o teor de
N-NHY, mas aumentou o nivel de glutamina e asparagina em comparag&o
com o tratamento NOj, que, por sua vez, aumentou o teor de &cido
aspértico e o de N-NQOj. Esses resultados sugerem que a diferenciacio na
formacao de amino4cidos decorreu dos processos especflicos de absorcao
de nitrogénio.

Termos de indexacéo: soja, amino4cidos, urefdeos, fixacdo simbidtica, nutricio nitroge-
nada.

1. INTRODUCAO

A fixac8o de nitrogénio é reconhecida como um importante processo de
suprimento de nitrogénio as leguminosas. A presenca de N no solo afeta o pro-
cesso de nodulacdo (COTTINGHAM & JONES, 1980; WONG & STENBERG,
1980; HERRIDGE, 19824, b) e fixagdo de N, (NOEL et al., 1982, ZENGBE et
al.,1984) de Iegummosas em simbiose com bacténas E importante melhor com-
preensdo desse fendmeno para fornecer subsidios para a pesquisa visando identi-
ficar as causas da inibic80. Esta ocasiona, além da necessidade do suprimento
de N-mineral ao solo, o gasto de N-residual que poderia ser utilizado por cultura
subseqliente.

A menor eficiéncia de assimilacdo de nitrogénio na forma de N, fixado
em relagdo a de NO; reduzido foi afribuida & maior parte de C como CO, na
respiracdo, além de energia para o funcionamento nodular, por ATKINS et al.
(1980), ou & maior perda da fotossintese liquida didria por FINKE et al. (1982),
sugerindo o maior requerimento de energia por planta nodulada dependente de
N, de fixagdo.

Por outro lado, MARCUS-WYNER & RAINS (1983) sugeriram que a
menor absorcdo de NHi em plantas noduladas em relagdo &s ndo-noduladas
decorreu do decréscimo na massa das rafzes das primeiras.

Leguminosas como a soja possuem processos assimilatérios bem defi-
nidos na raiz: a reducéo e assimilagéo do nitrato e a fixagdo simbibtica do nitro-
génio atmesférico (nodular). No caso da fixacdo de N,, os ureideos s&o produtos
guase-gue -exclusives-do-processe-(FUHWARA-et-al;,- 1977, -MATSUMOTO et 4al,,
1977, OHYAMA & KUMAZAWA, 1979), embora alguns autores sugiram que
decorram também do catabolismo dos &cidos nuciéicos (SCHUBERT, 1981) ou
do N-aménio assimilado pela planta (HERRIDGE, 1982b).

Os aminoéacidos, por sua vez, além de serem produtos da reducdo e

assimila¢do do nitrato (HAYNES & GOH, 1978) sdo também oriundos da fixacdo
de N, (OHYAMA & KUMAZAWA, 1979).
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O fluxo de translocagdo pelos vasos do xilema é reconhecido como o
principal meio de transporte do nitrogénio da raiz para a parte aérea (BOLLARD,
1960). Por exame da seiva, pode-se obter informacdes qualifativas e quantitativas
acerca da atividade de assimilacdo da raiz pelo tipo de composto nitrogenado
enviado a parte aérea.

O objetivo deste trabalho, portanto, foi investigar a influéncia de fontes

nitrogenadas (NO; e NH?Y) sobre a composicdo da seiva do xilema, visando a
melhor compreensdo do mecanismo de assimilagdo e transporte de nitrogénio

pela soja.

2. MATERIAL E METODOS

Plantas de soja (duas por vaso) foram cultivadas em vermiculita em
casa de vegetacdo. No estadio de folha primaria (duas semanas pds-plantio),
foram inoculadas com a estirpe eficiente SMS 65 de Rhizobium japonicum e irri-
gadas duas vezes por semana com solu¢do nutritiva (250 ml) de Hoagland sem
nitrogénio e com agua quando necessario. De acordo com o tratamento, foram
empregadas as seguintes solugdes: sem nitrogénio (-N), com nitrato (NO3) e com
amdnio (NH?), descritas abaixo.

1) Solugbes-estoque para macronutrientes utilizadas na proporgao de
1 ml/litro de solucéo nutritiva:

a) Solugdo (N) = KH,PO, 1 M; K,SO,7H,0 2 M; CaSO,2H,0 25 M;
MgSO, 7H,0 2 M.

b) Solugdo (NO3) = KH,PO, 1 M; KNO, 5 M; Ca(NO,),4H,0 5 M;
MgSO,.7H,0 2 M.

c) Solugdo (NH3) = KH,PO, 1 M; K,SSO, 2 M; CaS0,2H,0 25 M;
MgSO,.7H,0 2 M; (NH,),.SO, = 10 M.

2) Solugdes-estoque para micronutrientes utilizadas na proporgéo de
1 ml/litro de solugdo nutritiva para todos os tratamentos:

a) Solugdo de Fe-EDTA = EDTA 0,07/M + KOH 03N até pH neutro +
+ FeS0,.7H,0 0,09 M.

b) Solugdo de micronutrientes = H,BO,: 2,86 gfiitro; MnCl,.4H,O: 1,81 gflitro;
ZnS0,.7H,0: 0,22 g/litro; CuSO,.5H,0: 0,08 gllitro; H,MoQO,.H,0: 0,02 g/litro.
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Para verificar o efeito das fontes nitrogenadas NO; e NH; sobre a
atividade do ndduio, as plantas foram cultivadas em solugdo nutritiva sem N para
permitir uma nodulagdo completa. Inicialmente, estudou-se o perfodo necessdrio
para a manifestacdo da aplicacdo do NO; e NHY com relagdo & quantidade de
ureldeos transportados pela seiva do xilema. Foram realizadas as coletas em
plantas com 67 dias, decorridos 0, 1, 3, 5 e 7 dias do inicio do tratamento.

Estabelecida a duragdo do tratamento de plantas noduladas com nitro-
génio mineral, efetuou-se o experimento para verificar a agéo do tratamento por
7 dias, através dos compostos nitrogenados presentes na seiva do xilema, em
plantas noduladas comparadas a plantas-controle (N,) e a testemunhas cultivadas
com respectivas fontes de nitrogénio, NO; e NHZ.

A seiva do xilema foi coletada de acordo com McCLURE et al. (1980),
das 12 as 15 horas. Como é um método destrutivo, para cada coleta utilizou-se
uma planta, O método consistiu no corte do caule imediatamente acima do né
cotiledonar e a coleta do exsudato por capilaridade, encostando-se uma pipeta
capilar sobre 0 vaso do xilema cortado. Meia hora antes do corte do caule, irrigou-
-se a planta com 500 mi de solugdo nufritiva. A seiva coletada a cada 0,01 ml
pela pipeta foi transferida para um frasco conservado em gelo e posteriormente
guardada a -18°C. Os aminoécidos foram determinados qualitativa e quantitativa-
mente nas amostras por analisador de amincécidos pelo método de troca com
ligantes (PERKIN-ELMER, 1971) e de aminoécidos livres de YEMM & COCKING
(1955). Os ureideos, de acordo com TRIJBELS & VOGELS (1966), ions NH} e
NGQ;, respectivamente por McCULLOUGH (1967) e CATALDO et al. (1975).

O delineamenio experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticbes. Os dados de NO3; e NHi, ureideos e aminoécidos totais foram obti-
dos em cada uma das quatro repeticdbes por tratamento. As andlises de acido
alantéico, alantoina e aminodcido, pelo analisador, resultaram da mistura de todas
as repeticdes, em cada dia de coleta, para cada tratamento.

Na andlise dos teores de NH; do quadro 1, foram considerados os dois
tratamentos, NO3; e NH7, em cinco épocas, uma vez que a relagio entre o maior
e 0 menor quadrado médio residual ndo foi maior que quatro vezes. O teste de
Tukey foi aplicado ao nfvel de 5%.

3. RESULTADCS E DISCUSSAO
Pelo quadro 1, verifica-se que a forma ureidica 4cido alantéico predomi-

nou sobre a alantofna, com tendéncia para aumentar a propor¢éo do &cido a me-
dida que as plantas foram supridas com NO; em relacdo as supridas com NH7.
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Esses resultados sugerem que a menor quantidade de urefdeos na seiva de plan-
tas supridas com ambos, N-NO; e N-NH3, proporcionou condices mais favoré-
veis para atuacdo da alantoinase nas raizes, originando altos teores de &cido
alantéico. O teor de nitrato aumentou bastante com a aplicacdo de NOz;, mas
variou pouco com a de NH%. O teor de amdnia, por outro lado, variou pouco com
os dois tratamentos. Esses resuitados indicaram a maior transferéncia de fon NO3
suprido as rafzes, & parte aérea, em relaco ao fon NHJ, possivelmente incorpo-
rado em aminoécidos nas rafzes para ndo determinar niveis de toxicidade. O fon
NH? é altamente tdxico, tanto para rafzes como para folhas (PURITCH & BAR-
KER, 1967). Sua rapida e eficiente assimilacdo, portanto, torna-se essencial como
mecanismo de desintoxicagdo (HAYNES & GOH, 1978). Como a reagéo da giu-
tamina sintetase incorpora 0 NH; em glutamina, é interessante observar, a esse
respeito, que a presenca da glutamina no xilema, normalmente muito baixa,
aumentou significativamente apds o tratamento com NH7; (Quadro 3).

O nitrato é t6xico e pode ser acumulado nos vactiolos das raizes. Sua
absorcdo € um processo ativo e parece estar relacionada com a assimilagéo na
forma reduzida. Requer, portanto, mais energia para a incorporacdo que o NHj
(absorcdo por difusdo), podendo suceder tanto nas raizes como nos meristemas
ou folhas (HAYNES & GOH, 1978).

Para avaliacdo da proporgdo de cada composto nitrogenado envolvido
no transporte de N no xilema, os dados foram transformados em porcentagem do
N-total (soma dos componentes), [evando-se em conta o nimero de atomos de N
por mol de cada componente (Quadro 2),

QUADRO 2. N-total transportado na forma de ureideos, aminoacidos, NH% e NO3 na seiva
do xilema de plantas de soja (Médias de quatro repeticdes)

Fonte de N Ureldeos Amino&cidos NH} NO; N-total
% umol.mi!

N, 80,2 19,0 0,7 0,1 78,89
NH3(Y) 36,4 61,1 1,0 1,5 54,88
NO3(") 34,7 55,4 0,9 9,0 42,14
T-NH}(®) 27,7 72,3 . () 30,20
T-NG3 (%) 26,6 60,0 1,0 12,5 32,39

() Plantas cuftivadas em solugso (-N)(N,) e tratadas com solucéo (NHZ) e (NO3) aos 67 dias e cuja coleta foi
realizada sete dias apds infcio do fratamento.

@) Plantas T-NHZ & T-NO; foram cultivadas com a respectiva fonte de nitogénio desde a inoculagéo.
®} ... ndo determinado.
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Verificou-se que os ureideos foram responsaveis por cerca de 80% do
transporte do N para a parte aérea em plantas dependentes de fixagdo de N,
com cerca de 20% na forma de aminodcidos, e apenas tracos de NOz e NHZ. A
aplicacao de ambos, N-NO3 e NH%, diminuiu o N-ureideo e aumentou o N-aminoa-
cido. No caso do tratamento NO3, esse aumento na importancia dos aminoécidos
no transporte de N decorreu exclusivamente pela queda de ureldeos, de acordo
com dados anteriores (SAWAZAKI et al., 1986). Em termos absolutos de nitrogé-
nio, as plantas dependentes de fixagdo de N, expocrtaram maior quantidade de
nitrogénio pelo xilema, seguidas pelas plantas supridas com NHZ e depois com
NO;. Esses dados sugerem que o transporte de nitrogénio tenha dependido da
interacdo entre presencga de N-mineral no solo e disponibilidade de energia.

Os resultados permitem considerar que parte do NO; foi assimilado
fotossinteticamente na parte aérea (neste experimento cerca de 10% de N-NOj3 e
apenas 1% de N-NH} foram transportados para a parte aérea) e que a absor¢do
do NHJ, embora seja considerada um processo passivo, necessitou de rapida
incorporagdo, sendo, portanto, um processo dispendioso em energia. Assim, h&
indicagdes de que a incorporagcdo do N-NH7 &s raizes possa requisitar mais
energia do que a incorporacdo do N-NOj. Por outro lado, o processo de fixacdo
de N, é reportado como mais dispendioso em energia do que a incorporagdo do
N-NO; e N-NHj. Entretanto, foi verificada a dependéncia do tipo e quantidade
de nitrogénio transportado com a energia disponivel: o tipo de composto nitroge-
nado transportado pelo xilema determinou a quantidade de N-total translocado e
dependeu do tipo de N presente no solo, que, por sua vez, em face do maior ou
menor requerimento energético, determinou 0 composto nitrogenado transportado.
Estudos anteriores, ligando a energia disponivel do solo a translocacdo de com-
posto nitrogenado, originaram a hip6tese da inibicdo da fixagdo de N, pela pre-
senca de N-mineral: a energia consumida pelos processos assimilatérios de
N-mineral pode levar a uma diminuicéo da disponibilidade de fotossintatos para o
processo de fixacdo de N, (WONG, 1980; NOEL et al., 1982). STREETER (1985)
n&o encontrou diferengas na composic@o de carboidratos dos nédulos de plantas
com inibic&o da fixacdo de N, pelo nitrato em relagéo aos de plantas-controle. A
fixagdo de N,, processo mais dispendioso de energia, possibilita maior producéo
de ureideos, que exportam mais nitrogénio que os aminodcidos. Teoricamente,
parece preferivel utilizar o N-NH; em relacdo ao N-NO; como fertilizante nitro-
genado inicial, pois 0 NH} possibilita maior transporte de nitrogénio pelo xilema.

Quanto & andlise de aminoécidos, verificou-se (Quadro 3) a tendéncia
de o tratamento com NOj originar baixo teor de asparagina (Asn) e maior de 4ci-
do aspartico (Asp) em relacdo ao com NHY, que, por sua vez, parece aumentar o
teor de glutamina (GlIn). Esses dados sugerem que a glutamina e a asparagina
seriam maiores na seiva de planta com adigdo de NH do que com NOj, devido
ac maior gasto de energia para a rdpida incorporacdo da amdnia pela glutamina
sintetase, de modo a ndo ocorrerem niveis téxicos. Assim, ocorreria a faita de C
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quando, segundo MIFLIN & LEA (1977), a asparagina atuaria como estoque tem-
porério de N reduzido, ocorrendo a diversificacdo de glutamina para asparagina
pela asparagina sintetase, habilitando a planta a prevenir o aparecimento do NH}
téxico. Nem toda a glutamina, porém, seria metabolizada em asparagina pela
falta de suficiente asparagina sintetase. Ja na seiva de plantas tratadas com NO;,
onde menos energia seria gasta para absorcéo de nitrogénio, ocorreria a inibicdo
da asparagina sintetase, e 0 aspartato formado via intermediarios do ciclo de
Krebs (MITCHELL & BIDWELL, 1970), nao sofreria total amidacio através da glu-
tamina, via asparagina sintetase (LEA & MIFLIN, 1980), diminuindo a formagao da
asparagina.Supde-se que a adi¢éo de fonte externa de N, visto diminuir a fixagao,
processo altamente dispendioso em energia, aumente a quantidade de carbono
nas raizes, favoreca a glutamina sinietase-glutamato sintase e a formacao de
glutamato e demais aminodcidos. Isso parece confirmado pela maior diversifica-
cdo de aminoécidos encontrada na seiva de plantas tratadas com N-mineral. As
altas porcentagens de asparagina encontradas em todas as plantas confirmaram
a via glutamina ligada a asparagina (FUJIHARA & YAMAGUCHI, 1980), que foi
relatada como a preferencial para a assimilagdo do NH; por REYNOLDS et al.
(1982). Concluiu-se, portanto, que a diferenciagdo na formacdo de aminodcidos
seria decorrente dos processos especificos de absor¢do de nitrogénio.

4. CONCLUSOES

1. Os trés processos de assimilagdo de nitrogénio, fixacdo de N,, absor-
cao de NH3 e absorcdo de NO3, originaram aminodcidos e ureideos, sendo a fi-
xacao mais voltada para a formagdo de ureideos e a absor¢ao de N-mineral, para
a formacao de aminoacidos.

2. Foi encontrada maior propor¢do de acido alantdico em relagéo a alan-

_toina, e essa proporgdo aumentou com a exposi¢éo de planta a N-mineral, suge-

rindo a ocorréncia de maior atividade da alantoinase quanto menor o teor de urel-
deos.

3. O teor de nitrato no xilema aumentou com a aplicacéo do NG; as rai-
zes, mas variou pouco com a aplicacdo de NH3, enquanto o teor de aménia alte-
rou-s€ pouco com ambos 0s tratamentos. Esses resuitados indicam a maior trans-
feréncia de fon NO3 a parte aérea em relaggo a fon NHZ.

4. Considerando-se os trés processos de assimilagdo, o transporte de
nitrogénio pelo xilema foi maior para o processo de fixagdo de N,, decrescendo
para 0 de absorcdo de NH% e para o de absorcdo de NO3, sugerindo que o
transporte de nitrogénio tenha dependido da interagdo entre presenca de N-mine-
ral no solo e disponibilidade de energia.
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5. Independente do tratamento, a asparagina foi 0 aminoacido encon-
trado em maior quantidade no xilema. O tratamento com NHJ originou seiva de
xilema com maior teor de glutamina e asparagina e menor de acido aspéartico, em
relacao aquele com NQ;.

SUMMARY

XYLEM SAP COMPOSITION OF SOYBEAN PLANTS TREATED
WITH DIFFERENT NITROGEN SOURCES

Soybean plants, inoculated with Rhizobium japonicum, were
grown in vermicuiite with a nitrogen free nutrient solution in a greenhouse, in
the Experimental Station of Campinas, Instituto Agrondmico, State of Sao
Paulo, Brazil. The effects of NO; and NH% were studied in terms of
ureide and amino acid levels in the xylem sap. Nodulated plants
were treated with nutient solution either containing NO3; (15 mM),
or NH} (10 mM), or without nitrogen (control) for 7 days, near the
flowering period. Higher proportion of alantoic acid was foundreiative
to allantoin, and this proportion increased in plants grown on mineral
N. The NH} ijon had an intermediary effect compared to the other
N-assimilatory processes, withrespect to the quantity of N transported
to the aerial parts, suggesting that the mecanism of transport
depended on the interaction between the soil mineral nitrogen and
the energy available. Asparagin was the amino acid in the greatest
quantity in the xylem, independent of the treatment. Ammonium did
not alter the levels of N-NH} in the sap, but increased slightly the
ievel of NO3, Nitrate caused slightincrease in aspartic acid and large
in NO; content in the sap. These results suggested that the
differences in the amino acid synthesis proceeded of a specific
pathway of nitrogen uptake.

Index terms: soybean, amino acids, ureides, symbiotic fixation, nitrogen nutrition.
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