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Resumo—O objetivo deste trabalho foi avaliar a assimilagao metabdlica de nitrogénio em plantulas de seringueira
cultivadas na presenca de nitrato ou de amonio, por meio da quantificacdo da atividade das enzimas redutase
do nitrato (RN), glutamina sintetase (GS), glutamato sintase (GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH).
Os seguintes tratamentos foram avaliados: fontes de N — controle, sem aplica¢do de N; amdnio a § mmol L;
e nitrato a 8 mmol L' — e tempos de exposi¢do — 0 e 27 dias —, em arranjo fatorial 3x2, no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes. A forma amoniacal promoveu maior assimilagao metabdlica
de N, o que resultou em maior acimulo de aminoacidos. A assimilagdo, tanto da forma nitrica quanto da
amoniacal, aconteceu principalmente via GS/GOGAT; parte do N nitrico é assimilado nas raizes, com pequena
participagdo da GDH, e parte ¢ translocada para outros 6rgdos. O N amoniacal ¢ totalmente assimilado nas
raizes, com significativa participagdo da GDH. Nas folhas, a GS participa tanto da assimilagdo primaria como
da reassimilacdo do amonio fotorrespirado, independentemente da fonte nitrogenada, enquanto a enzima GDH
tem papel secundario, independentemente da fonte ou do tempo de exposi¢do. A atividade da RN in vitro é
detectada somente em raizes e caules.

Termos para indexagdo: Hevea brasiliensis, amonio, atividade enzimatica, fonte de nitrogénio, metabolismo,

nitrato.

Metabolic assimilation of nitrogen in rubber tree seedlings grown
with nitrate or ammonium

Abstract — The objective of this work was to evaluate metabolic assimilation of nitrogen in rubber tree
seedlings grown with nitrate or ammonium, by quantifying the activity of the enzymes nitrogen reductase
(NR), glutamine synthetase (GS), glutamate synthase (GOGAT), and glutamate dehydrogenase (GDH). The
following treatments were evaluated: nitrogen sources — control, without N application; 8§ mmol L' ammonium;
and 8 mmol L' nitrate —, and exposure times — 0 and 27 days —, in a 3x2 factorial arrangement, in a completely
randomized block design with four replicates. The ammoniacal form favored higher N metabolic assimilation,
which lead to a higher aminoacid accumulation. Both nitrate and ammonium assimilations occurred mainly by
GS/GOGAT route; part of the nitric nitrogen is assimilated in the roots, with little GDH participation, and the
other part is translocated to other organs. Ammonium nitrogen is totally assimilated in roots, with a significant
participation of GDH. In the leaves, GS participates in the primary assimilation, as well as in the photorespiratory
ammonium re-assimilation, irrespective of the N source, while GDH has a secondary role, independently of the
source or of the exposure time. In vitro RN activity is detected only in the roots and stems.

Index terms: Hevea brasiliensis, ammonium, enzyme activity, nitrogen source, metabolism, nitrate.

Introducio

A cultura da seringueira [ Hevea brasiliensis (Willd.
ex A. Juss.) Mill. Arg.] ¢ explorada mundialmente
por ser fonte natural de borracha, trazendo beneficios
socioecondmicos, como geragdo de empregos e renda,
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e ambientais. Além disso, representa uma alternativa
a utilizagdo de fontes ndo renovaveis na fabricagdo
da borracha sintética, como o petroleo (Cornish,
2001). No entanto, a heveicultura ainda depende
do desenvolvimento de tecnologias de cultivo e
de exploracdo que sejam apropriadas as condicdes
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edafoclimaticas das diferentes regides de cultivo.
Assim, ¢ importante o conhecimento de aspectos
fisiologicos relacionados a assimilagdo de N, por
sua essencialidade como constituinte de importantes
biomoléculas, por ser um nutriente cuja disponibilidade
passa por grandes flutuacdes na rizosfera e por ser
considerado um dos principais fatores limitantes para
o crescimento e desenvolvimento das plantas (Miflin
& Habash, 2002).

Os processos de absor¢ao, assimilagdo e mobilizagao
de N envolvem mecanismos para a maxima eficiéncia
de utilizacao, que inclui um sistema complexo de vias
metabodlicas reguladas que se alternam em razdo do
armazenamento, da remobilizacdo, da reassimilagdo,
dareciclagem durante a fotorrespiragdo e da distribuigao
entre as vias primarias e secundarias do metabolismo
(Stitt et al., 2002). Neste contexto, ha uma forte
dependéncia dos niveis de N endogeno e exdgeno,
da forma disponivel e da energia disponibilizada,
bem como da localizacao e da regulacdo das enzimas
envolvidas, as quais determinam os 6rgdos ou sitios de
assimilacao.

No solo, a forma nitrogenada disponivel para
as plantas pode ser nitrica (N-NOs) ou amoniacal
(N-NH,"), e a primeira ¢ mais abundante, em
consequéncia do processo de nitrificacao por bactérias
que provocam a oxida¢ao do amonio livre. No entanto,
conforme as condig¢des do solo, a forma amoniacal pode
ser mais abundante pela inibigdo desses organismos.
Nas plantas, o nitrato pode ser assimilado nas raizes, na
parte aérea, ou em ambos o sitios, enquanto o amdnio,
por seus efeitos toxicos, geralmente ¢ assimilado nas
raizes (Forde, 2002; Sodek, 2008).

A enzima redutase do nitrato (RN), que catalisa
a redu¢do do nitrato a nitrito, € a principal porta de
entrada de nitrogénio nitrico no metabolismo das
plantas. O nitrito, por sua vez, é reduzido a amdnio
pela enzima redutase do nitrito (RNi), e este ¢
assimilado pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato 2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT),
que formam o ciclo GS/GOGAT (Miflin & Lea,
1976), ou ainda pela enzima glutamato desidrogenase
(GDH), que participa de uma rota alternativa e realiza
a catalise reversivel da aminagdo do glutamato
(Masclaux-Daubresse et al., 2006).

Varias pesquisas tém sido conduzidas para elucidar a
contribuicdo quantitativa de cada enzima de assimilagio
durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas

(Miflin & Habash, 2002; Tcherkez & Hodges, 2008);
porém, aexisténciade multiplasisoenzimas, distribuidas
em diferentes compartimentos celulares e o6rgaos,
tem gerado resultados divergentes, o que dificulta a
compreensdo dos processos assimilatorios (Ishiyama
et al., 2004). Além disso, em condigdes fisiologicas
particulares, vias metabdlicas alternativas podem ser
acionadas e operar conjuntamente ou nao, para atender
a demanda fisioldgica vegetal (Tercé-Laforgue et al.,
2004a; Masclaux-Daubresse et al., 2005).

Finalmente, ressalte-se que o N disponivel no solo
para as plantas assume as formas nitrica (N-NOs) e
amoniacal (N-NH,"), e que diferentes espécies ou
até mesmo genoétipos de uma mesma espécie podem
apresentar preferéncias por nitrato ou amonio, conforme
as pressoes seletivas e consequentes adaptacdes
fisiologicas (Yoneyama et al., 2003; Allégre et al.,
2004; Tercé-Laforgue et al., 2004b).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a assimilacdo
metabdlica de N em plantulas de seringueira cultivadas
na presen¢a de nitrato ou de amoénio, por meio da
quantificagdo da atividade das enzimas redutase do
nitrato (RN), glutamina sintetase (GS), glutamato
sintase (GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH).

Material e Métodos

Sementes de seringueira, apds seis meses de
armazenamento, foram colocadas para germinar em
casa de vegetacdo, em Lavras, MG (21°14'S, 45°00'W,
altitude de 910 m), com clima Cwa, segundo a
classificagdo de Koppen.

Foram utilizadas bandejas de plastico, com areia
lavada com agua destilada ¢ previamente analisada
quanto a auséncia de N, pelo método de Kjeldahl
(Cunniff, 1998). Vinte dias apds a germinagdo, ao
atingirem o estadio “palito”, as plantulas foram
selecionadas quanto a uniformidade da parte aérea e
radicular e transplantadas, em nimero de trés, para
vasos de plastico de 3 L, que continham areia lavada nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. As plantas
foram irrigadas com dgua destilada por 60 dias, quando
foram feitas as primeiras coletas para a realizacdo
das determinag¢des no tempo 0, tendo-se procedido,
em seguida, aos tratamentos: solucdo nutritiva de
Bolle-Jones modificada (Lemos et al., 1999), com N a
concentra¢do de 8 mmol L', na forma de aménio (T2)
ou nitrato (T3); e sem adi¢do de qualquer forma de
nitrogénio (T1, plantas controle).
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Os tratamentos foram iniciados com a adi¢cdo do
mesmo volume de solucdo a cada vaso, cujo excesso
foi retido nos pratos colocados sob eles. A cada
24 horas, o excesso foi retornado para os vasos, € o
volume ndo retido pelo substrato foi completado com
agua destilada, de modo a uniformizar o volume para
todos os vasos. A solugdo foi ajustada a pH 6,5, quando
necessario. As solugdes foram renovadas a intervalos
de sete dias. Foram realizadas, também, aplicacdes
do fungicida Kumulus df (Basf) (enxofre a 80% e
ingredientes inertes a 20%) quinzenalmente, para
impedir a proliferacdo de fungos na parte aérea das
plantas.

Aos 27 dias, foram feitas novas coletas. As plantas
coletadas no tempo 0 e aos 27 dias de tratamento foram
divididas em parte aérea (limbo foliar no estadio D),
caulinar (regides meristematicas) e radicular (raizes
de absor¢do). Uma parte do material foi submetida a
secagem em estufa de circulagdo forcada de ar a 100°C,
até obtencdo de massa constante, ¢ utilizada para a
determinacdo da concentracdo de N total; outra foi
congelada em N liquido e armazenada em ultra-freezer
a -80°C, até a realizac¢do das analises de aminoacidos
e atividades enzimaticas. Os tratamentos foram
realizados com a combinagao entre trés fontes de N e
dois tempos de coleta, em arranjo 3x2, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes. As médias obtidas foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A concentragdo de N total foi obtida a partir do
material vegetal seco e moido (100 mg), conforme
método de Kjeldahl (Cunniff, 1998). Para a
determinacdo de aminoacidos livres, amostras dos
tecidos foram homogeneizadas em etanol a 80%, a
proporcao de 1:10 (p/v) e submetidas a trés extracdes
sucessivas, em banho termostatizado a 60°C por
30 min. Apds cada extracdo, foram centrifugadas a
10.000 g, por 10 min, ¢ os extratos etanolicos foram
reunidos e submetidos a secagem a vacuo a 45°C.
Os residuos obtidos foram ressuspendidos em 3 mL de
agua destilada e constituiram o extrato bruto, utilizado
para a determinag@o de aminoacidos livres, conforme
método de Yemm & Cocking (1955).

Para a realizacdo dos ensaios da redutase do nitrato
(RN), NADH-glutamato sintase (NADH-GOGAT) e
glutamato desidrogenase (GDH), o extrato enzimatico
foi obtido por meio da homogeneizagdo dos tecidos,
em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,5, DTT 2 mmol L,
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PMSF 1 mmol L'e EDTA 5 mmol L. Em seguida,
o extrato foi centrifugado a 16.000 g por 20 min, € o
sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica. Para
a realizacdo do ensaio da glutamina sintetase (GS), o
extrato foi obtido por meio da homogeneiza¢ao dos
tecidos, em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0, DTT
2 mmol L, PMSF 1 mmol L', EDTA 3 mmol L
e MgCl, 0,01 mol L. Em seguida o extrato foi
centrifugado a 16.000 g por 10 min e o sobrenadante
foi utilizado como fonte enzimatica. Em todas as
extragdes, utilizou-se a propor¢ao de 1:4 (p/v) para
raizes e 1:5 (p/v) para caules e folhas, exceto para
os extratos obtidos para GS, em que foi utilizada a
proporgao de 1:3 (p/v) para raizes, 1:4 (p/v) para caules
e 1:5 (p/v) para folhas.

A atividade da RN foi determinada pela adigdo de
aliquotas do extrato (100-200 puL!, conforme tecido) ao
meio de reacdo, constituido por tampao fosfato 0,1 mol
L'pH 7,5, B-NADH 0,2 mmol L' e KNO; 10 mmol L,
com volume final de 2 mL. A reacgdo foi iniciada pela
adi¢ao de NADH, apos a incubagdo do meio por 3 min
a 30°C. A oxidacdo do NADH foi monitorada pelo
decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante 10 min,
a intervalos de 1 min, tendo-se iniciado a quantificagdo
a partir dos 5 min de decaimento. A atividade total da
enzima foi expressa em pmol de NADH por minuto por
grama de matéria fresca (umol min' g').

A atividade da GS foi determinada pela adicdo de
aliquotas do extrato (200—500 pL!, conforme tecido)
ao meio de reagdo, constituido de tampao Tris-HCI
0,1 mol L' pH 7,5, B-mercaptoetanol 0,01 mol L,
MgS0,.7H,0 0,02 mol L', NH,OH.HC1 0,01 mol L,
glutamato monossodico 0,05 mol L'e ATP0,01 mol L,
comvolumefinal de 1 mL. A mistura foi incubadaa30°C
durante 30 min, e a reacdo foi paralisada pela adi¢ao
de 1 mL de uma solugdo que continha 0,37 mol L!
de FeCl;, 0,67 mol L' de HCl € 0,2 mol L' de TCA.
Em seguida, a solugdo foi centrifugada a 16.000 g por
5 min, e a concentragdo do produto enzimatico foi
determinada a 540 nm contra um padrao de glutamil
hidroxamato (GHA). A atividade total da enzima foi
expressa em mmol GHA min™' g

A atividade da NADH-GOGAT foi determinada
com a adi¢do de aliquotas do extrato (100-200 uL',
conformetecido) ao meio dereagdo composto de tampao
fosfato 0,05 mol L' pH 7,5, glutamina 15 mmol L,
2-a-cetoglutarato 15 mmol L, KCI 0,01 mol L,
B-mercaptoetanol 0,02 mol L' e B-NADH 0,2 mmol L,
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com um volume final de 2 mL. A reacdo foi iniciada
pela adi¢do de NADH, apos a incubagdo do meio por
3 min a 30°C. A oxidagdo do NADH foi monitorada
pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante
10 min em intervalos de 1 min. A atividade total da
enzima foi expressa em mmol GLU min™' g

A atividade da GDH foi determinada com a adi¢do
dos aliquotas do extrato (50-200 pL!, conforme
tecido) ao meio de reacdo, composto de tampao
Tris-HC1 0,1 mol L' pH 7,8, (NH,),SO,4 0,1 mol L,
2-a-cetoglutarato 0,01 mol L' e CaCl, 4 mmol L,
com um volume final de 2 mL. A reacdo foi iniciada
pela adi¢ao de NADH, apos a incubagdo do meio por
3 min a 30°C. A oxidagdo do NADH foi monitorada
pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante
10 min em intervalos de 1 min. A atividade total da
enzima foi expressa em mmol GLU min"' g

Resultados e Discussao

As plantas cultivadas na presenga de amoénio
apresentaram maior assimilagdo metabolica de N aos
27 dias apos o tratamento (DAT) (Figura 1). Cruz et al.
(2006) obtiveram a mesma resposta com mandioca.
A origem da seringueira, natural da regido amazonica
— onde cerca de 70% dos solos s@o acidos —, poderia
justificar esta preferéncia, pois, nesses ambientes, a
existéncia da forma amoniacal ¢ favorecida.

Do total de N amoniacal fornecido as plantas, 4%
foi absorvido e convertido em N organico. Nas plantas
que receberam nitrato, esse valor foi de 3%. Embora
a absorcdo da forma amoniacal seja energeticamente
mais econOmica para a planta, por seu estado reduzido,
altos niveis nos tecidos podem gerar toxidez (Britto &
Kronzucker, 2002). Portanto, quando ocorre absor¢ao
excessiva de amdnio, esse baixo custo energético nao é
vantajoso, pois os processos de detoxificagdo também
consomem energia (Von Wiren & Merrick, 2004).
As plantas apresentaram bom crescimento vegetativo,
sem nenhum sintoma de toxidez. Lemos et al. (1999)
observaram que plantas de seringueira com amoénio
como unica fonte de N apresentam maior crescimento
em altura e diametro, em comparagdo aquelas que
recebem nitrato.

A maior parte do N incorporado foi alocada nas
folhas, independentemente das fontes avaliadas, o
que estd de acordo com Delu-Filho et al. (1998).
Nas raizes, assim como nas folhas, verificou-se
aumento na concentragdo de N com o tempo,

independentemente da fonte. Contudo, nos caules, a
absorc¢do de N ndo foi influenciada pelo tempo. Neste
caso, as plantas cultivadas com amoénio mostraram
maior concentra¢do de N (0,62, 0,68 € 0,85 mmol N g!
MS para sem tratamento, com nitrato € com amonio,
respectivamente), independentemente do tempo de
eXposi¢ao.

Aos27DAT observaram-se as maiores concentracoes
de aminoacidos em raizes e caules, independentemente
da fonte de N (Figura 1). Entretanto, a observacgdo
de que a concentragdo de N total radicular ndo
variou com as fontes, enquanto a concentragdo de
aminodacidos livres foi significativamente maior nas
plantas cultivadas com amonio, indica que o amonio
absorvido foi completamente assimilado nas raizes,
e que parte da concentragdo de nitrato absorvida foi
transportada para outros 6rgaos de armazenamento ou
assimilacdo. A maior concentracdo de aminoacidos
livres nos caules das plantas que receberam amoénio
confirma que o amoénio € prontamente assimilado, o
que conduz a maior sintese de aminoacidos na raiz e
maior concentragao de aminoacidos livres translocados
no xilema.

Nas folhas das plantas cultivadas com amonio,
a concentra¢do de aminoacidos livres ndo se alterou
com o tempo, o que indica que, provavelmente,
os aminoacidos que chegam a esses tecidos sdo
rapidamente utilizados. No entanto, para as plantas
cultivadas na presenca de nitrato, houve aumento na
concentracdo de aminodcidos livres, que poderiam
ter resultado do nitrato translocado e assimilado nos
tecidos foliares.

A atividade in vitro da RN presente nas raizes
aumentou nas plantas cultivadas com nitrato (Figura 2),
0 que era esperado e evidencia a indugdo da enzima
pelo substrato (Lea et al., 2006), ja que nas plantas
cultivadas na presenca de amonio e na auséncia de N a
atividade reduziu.

A atividade enzimatica observada nos meristemas
caulinares das plantas cultivadas com nitrato, nesse
mesmo periodo, evidencia que parte do nitrato
absorvido pelas raizes foi translocada para outros
locais de armazenamento e ou assimilagcdo, o que ¢
confirmado, também, pelo aumento na concentragdo
de aminoacidos (Figura 1). Cazetta & Villela (2004)
encontraram atividade enzimatica caulinar em
Urochloa arrecta, com valores trés vezes menores do
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que aqueles encontrados nas folhas, o principal sitiode ~ com reducdo da atividade enzimatica da RN nas
redugdo nessa espécie. raizes e aumento nos caules. Vale ressaltar que, em

As plantas cultivadas na presenca de amoénio ou na  ambas, a atividade dessa enzima pode ser decorrente
auséncia de N mostraram o mesmo comportamento, da assimilacdo do nitrato pré-existente, mobilizado
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Figura 1. Concentracgdo de nitrogénio total na planta (A), raizes (B) e folhas (C), e de aminoacidos livres na planta (D), raizes
(E), caules (F) e folhas (G) de plantulas de seringueira, cultivadas na auséncia de N (s/N) e na presenga de amonio (N-NH,")
ou nitrato (N-NOjs"), de acordo com o tempo de exposi¢do aos tratamentos (0 e 27 dias). Letras minusculas comparam fontes
de nitrogénio no tempo, e letras maiusculas comparam tempos dentro de fontes de nitrogénio, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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pelos processos germinativos. Donato et al. (2004)
avaliaram a atividade enzimatica em variedades de
cana-de-acucar cultivadas com diferentes niveis de N,
e observaram que, para todas as variedades cultivadas
com amonio e na auséncia de N, a atividade da RN
esteve associada a presenca da isoforma constitutiva, o
que também pode ser o caso da seringueira.

Com relagdo aos tecidos foliares, a hipotese de que
a assimilacdo metabolica do nitrato em seringueira
acontece somente no sistema radicular (Delu-Filho
et al., 1998) tem sido contestada, em razdo da
observagdo do transporte de nitrato no xilema (Alves,

759

2001). No entanto, os trabalhos que buscaram avaliar a
atividade in vivo ndo obtiveram respostas conclusivas,
assim como no presente trabalho, em que se utilizou
o método in vitro. Porém, observou-se aumento na
concentracdo de aminoacidos nas folhas das plantas
cultivadas com nitrato (Figura 1), que poderia vir
dos processos de alocagdo, ja que a enzima ativa foi
detectada somente nos tecidos de raiz e nos tecidos
meristematicos do caule. Entretanto, fisiologicamente,
aassimilacdo do nitrato € energeticamente dispendiosa,
e a alta producdo de acucares de poder redutor e a
energia advinda dos processos fotossintéticos mostram
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Figura 2. Atividade da redutase do nitrato nas raizes (A) e caules (B), glutamina sintetase nas raizes (C), caules (D) e
folhas (E), e glutamato sintase nas raizes (F) de plantulas de seringueira, cultivadas na auséncia de N (s/N) e na presenca de
amonio (N-NH,") ou nitrato (N-NOj;’), de acordo com o tempo de exposigdo aos tratamentos (0 e 27 dias). Letras minusculas
comparam fontes de nitrogénio no tempo, ¢ letras maitsculas comparam tempos dentro de fonte de nitrogénio, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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que seria mais vantajoso assimilar o nitrato nas folhas
(Glass et al., 2002). Além disso, o transporte de nitrato
pelo floema ainda ¢ controverso (Taiz & Zeiger, 2009).
Assim, a inexisténcia da enzima ativa nas folhas pode
ser decorrente da insensibilidade dos métodos de
avaliacdo adotados.

A atividade da GS foi mais pronunciada nas folhas
do que nas raizes e caules (Figura 2), e provavelmente
esteve associada a assimila¢@o primaria e secundaria
de N (Masclaux-Daubresse et al., 2006). O teste de
comparacao de médias mostrou que, nas raizes, houve
aumento da atividade enzimatica em plantas cultivadas
na presenca de amoénio ou nitrato. Esse aumento
foi maior em plantas cultivadas com nitrato, o que
evidencia que a presenga de amonio ou nitrato no meio
de cultivo induziu ao aumento da catalise enzimatica.

A atividade da RN nas raizes, associada aos valores
observados para GS nos mesmos tecidos, evidencia
que a participacdo da GS ¢é assimilar tanto o amonio
absorvido quanto o oriundo da redugdo do nitrato,
como pode ser visto pelo aumento na concentragao
de aminoacidos (Figura 1). Nos caules, somente as
plantas cultivadas na presenga de nitrato sofreram um
leve aumento na atividade de RN. Miflin & Habash
(2002) relataram que, para a manutengdo do balango
de C e N, a GS pode ser localizada em tecidos e 6rgaos
envolvidos com a geragdo e o transporte de N reduzido.
Nas folhas, a atividade da GS, aos 27 DAT, aumentou
em plantas cultivadas com amonio ou nitrato, € a maior
atividade ocorreu nas plantas cultivadas com nitrato.
Nesse periodo, 0 aumento significativo em aminoacidos
das plantas cultivadas com nitrato indica que a GS foliar
estaria sintetizando aminoacidos a partir do amoénio
produzido pela assimilagdo do nitrato in situ e, nesse
caso, mais uma vez, levanta-se a mencionada hipotese
de insensibilidade dos métodos de deteccao.

QuantoaocomportamentodaenzimaNADH-GOGAT
(Figura 2), aos 27 DAT as raizes apresentaram, para
todos os tratamentos, aumento na atividade enzimatica,
com valores semelhantes entre as plantas cultivadas na
presenca de amonio ou nitrato, maiores que os valores
para o tratamento sem nitrogé€nio. Nos caules, observou-
se que a atividade dessa enzima foi independentemente
da fonte nitrogenada, tendo respondido apenas ao tempo
de exposi¢do (0,04 ¢ 0,12 umol GLU min'! g! para
tempos 0 e 27 dias, respectivamente). A comparagio das
atividades enzimaticas obtidas para GS com as obtidas
para NADH-GOGAT mostra que a transaminagdo
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¢ inferior a sintese de glutamina, o que indica que a
glutamina sintetizada pode ser translocada para os
tecidos foliares para a transaminagdo. A atividade da
Fd-GOGAT nido foi avaliada no presente trabalho;
porém, trabalhos anteriores mostraram alta atividade
dessa enzima, o que indica sua participagdo tanto
na assimilagdo primaria do N quanto na assimilagdo
secundaria (fotorrespiracao) (Lemos et al., 1999).

Observou-se aumento na atividade da GDH radicular
em todos os tratamentos (Figura 3), com maior valor
médio nas plantas cultivadas na presenga de amonio, o
que confirma que essa enzima é estimulada pelo aménio
e indica que a catalise, nessas condi¢des de suprimento
de N, ocorre no anabolismo de aminoacidos. Segundo
Lancien etal. (2000), area¢dao de aminagao é favorecida
por amdnio, glutamina ou aglicares.

Nas raizes de plantas cultivadas na auséncia de
N, observou-se aos 27 DAT que os valores de GDH
foram quatro vezes maiores do que os observados para
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Figura 3. Atividade da glutamato desidrogenase nas raizes
(A) e caules (B) de plantulas de seringueira, cultivadas na
auséncia de N (s/N) e na presenga de amonio (N-NH,") ou
nitrato (N-NOjy"), de acordo com o tempo de exposicao aos
tratamentos (0 e 27 dias). Letras minusculas comparam
fontes de nitrogénio no tempo, e letras maitisculas comparam
tempos dentro de fonte de nitrogénio, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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GS (Figura 2) e, em razao da condigdo de deficiéncia
do mineral e das reducdes dos niveis de N total e
aminoacidos (Figura 1), supde-se que a GDH atue
com fungdo catabdlica. Melo-Oliveira et al. (1996)
mostraram que a funcdo catabodlica da isoenzima
era reabastecer o ciclo dos acidos tricarboxilicos, ao
prover 2-oxoglutarato em condigdes de limitagcdo de
carbono. No entanto, Aubert et al. (2001), ao utilizar
técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN"C e
*'P), mostraram que a participagdo da GDH se estende
tanto para atender a demanda do metabolismo de C,
provendo 2-oxoglutarato quando o pool de metabdlitos
como malato éreduzido, quanto a demanda de substrato,
para que a via primaria de assimilagdo possa ocorrer.

Nos caules, observou-se aumento da atividade
enzimatica aos 27 DAT, em todos os tratamentos, sem
diferencas entre as plantas cultivadas na presencga de
amonio ou nitrato, que apresentaram valores menores
do que as plantas cultivadas na auséncia do nutriente.
Nas folhas ndo houve interacdo entre os tempos de
exposi¢do e as fontes; portanto, pode-se inferir que
a enzima esteve presente ativamente em todos os
tempos e em todos os tratamentos. Embora no presente
trabalho ndo se tenha avaliado a enzima Fd-GOGAT,
e sabendo-se que o ciclo GS/GOGAT ¢é o maior
responsavel pelo mecanismo de assimilacdo de amonio
primario e secundario em plantas superiores (Persson
et al., 2006), verificou-se que a enzima GDH parece
atuar conjuntamente com a GS. No entanto, sua real
fun¢do na utilizacdo de diferentes formas de N s6 pode
ser determinada por métodos radioativos de detecgdo,
pois, segundo Oaks (1995), os ensaios in vitro nao
discriminam o sentido da reacgdo.

Conclusoes

1. Plantulas de seringueira apresentam melhor
nutricdo quanto a nitrogénio total e aminoacidos,
quando se utiliza aménio como fonte de nitrogénio.

2. A assimilacdo metabdlica, tanto da forma nitrica
quanto da amoniacal, acontece preferencialmente via
GS/GOGAT, com forte dependéncia entre a atividade
da GS e o pool de nitrato celular, bem como entre a
atividade da GDH e o pool de aménio celular.

3. Parte do nitrogénio nitrico ¢ assimilado nas raizes,
com pequena participacdo da GDH; outra parte ¢
translocada para caules e folhas, enquanto o nitrogénio

amoniacal ¢ assimilado totalmente nas raizes, com
significativa participagdo da GDH.

4. A GS foliar participa efetivamente da assimilacdo
primaria e secundaria do amonio, independentemente
da fonte nitrogenada, enquanto a GDH foliar ¢ ativa,
em papel secundario, independentemente das fontes ou
do tempo de exposicao aos tratamentos.

5. A RN, pelo método in vitro aplicado, é detectada
somente nas raizes e caules.
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