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Resumo — O nitrogénio é considerado o elemento mineral mais abundante nas plantas, sendo componente
essencial de biomoléculas e inlmeras enzimas. O objetivo deste trabalho foi avaliar aeficiénciano processo de
assimilagao do nitrogénio e encontrar par@metrosindicativos do potencial defixagao biol 6gicaem variedadesde
cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) cultivadasin vitro. Foram utilizadas as variedades de cana-de-agUcar
RB 842021, RB 83102, RB 75126, RB 882980 e Co 997, démdaBrachiaria arrecta (testemunha), cultivadasin vitro
em diferentes nivels de nitrogénio [M1 (9,83 mM), M2 (2,46 mM), M3 (0,49 mM), M4 (0,0 mM)]. Todas as
variedades e a cultura testemunha (Brachiaria arrecta) apresentaram atividade da nitrato redutase (NR)
constitutivae também da glutaminasintetase (GS), mesmo naausénciade aménio e nitrato no meio decultura. A
variedade RB 842021 apresentou amai or atividade danitrato redutase e o maior contetido declorofilasaeb, ea
variedade RB 882980 a maior atividade da glutamina sintetase nas mesmas condic¢des de cultivo, o que pode
representar maior potencial de assimilagéo do nitrogénio.

Termos paraindexacdo: Saccharum, glutaminasintetase, redutase do nitrato, clorofila.

Enzymatic activity in sugar cane varieties cultivated in vitro under nitrogen levels

Abstract — Nitrogen is considered the most abundant mineral element in the plants and an essential component
to biomoleculesand several enzymes. The objective of thiswork wasto estimate nitrogen assimilation efficiency
process and to identify biological fixation potential parameters on sugar cane varieties cultivated in vitro.
The sugar cane varieties used were RB 842021, RB 83102, RB 75126, RB 882980, CO 997, besides Brachiaria
arrecta (witness), cultivated invitro in different nitrogen levels[M 1 (9.83 mM), M2 (2.46 mM), M3 (0.49 mM),
M4 (0.0 mM)]. All the varieties and plant witness (Brachiaria arrecta) exhibited redutase nitrate activity and
glutaminasintetase, even in the ammonium and nitrate absence culture media. The RB 842021 variety showed the
highest activity of nitrate reductase and the higher chlorophyll a and b contents, whereas RB 882980 variety
showed the highest glutamine sintetase activity when cultivated without nitrogen, representing ahigher potential
assimilation of nitrogen.

Index terms: Saccharum, glutaminasintetase, nitrate reductase, chlorophyll.

Introducéo

A utilizag&o do nitrogénio atmosférico (N2) envol-
ve aintegracdo dafixagéo e darota assimilatoria do
nitrogénio (N) pelo microssimbionte e pelaplantahos-
pedeira, respectivamente. Para sustentar o cresci-
mento adequado dos dois organismos, o N, precisa ser
fixado eficientemente e deve envolver mecanismos
regulatorios para orientar o fluxo e o intercAmbio de
metabolitosentre aplantae o microssimbionte (Cullimore
& Bennett, 1992).

Uma caracteristica peculiar das bactérias fixadoras
de N, mais especificamente da Acetobacter
diazotrophicus, € a habilidade de excretar parte do N
fixado no meio (Cojho et al., 1993). Recentemente, de-
terminou-se que o produto do processo de fixacdo bio-
|6gicado N, liberado tanto por Azospirillum spp. como
por Acetobacter diazotropicus para a planta hospe-
deiraéoaménio (Chrigtiansen-Weniger & Vanderleyden,
1994).

A redutase do nitrato (NR) é aenzima catdisadorada
conversdo do N inorganico na forma de nitrato (NOs3)
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paraaformade nitrito (NO,). O nitrito formado € ex-
portado para o cloroplasto e, posteriormente, transfor-
mado em aménio (NH4*) pela agéo da nitrito redutase
(Sanchez & Heldt, 1990). O aménio produzido € entéo
incorporado em &cidos organicos, dando origem aos
aminoacidos, a partir de rea¢des subsequiientes
catalisadas pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintetase (GOGAT). V &rias espécies de plan-
tas fixadoras de N, apresentam atividade da nitrato
redutase constitutiva, expressa na auséncia de nitrato
(Caboche & Rouzé, 1990). Por suavez, afixagdo biol 6-
gicado N, segundo Last (1993) e Pearson & Ji (1994),
€um dos processos fisiol 6gicos que envolvem, também,
aatividade da glutamina sintetase.

Além de presente em biomoléculas fundamentais,
como proteinas e aminoacidos, o N é constituinte das
clorofilas (Mengel & Kirby, 1987). A estruturadas clo-
rofilasa e b &, basicamente, amesma. Compdem-se da
porcéo porfirina, constituida de quatro anéis de pirrol
ligados por pontes de carbono-hidrogénio. O ion metali-
co Mg estéinserido no centro da porfirina (Magal haes,
1985). O &cido d-aminolevulinico, um aminoacido ndo
protéico, cuja via de biossintese tem como precursor
inicial o glutamato, é amol éculaprecursoradacloro-
fila(Kannangara, 1991). Portanto, adisponibilidade de
N orgénico naformade glutamato podeinfluenciar for-
temente a capacidade fotossintética das plantas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia no
processo de assimilagdo do nitrogénio e encontrar
pardmetrosindicativos do potencial defixagdo bioldgica
em variedades de cana-de-acUcar cultivadasin vitro.

Material e M éodos

Asvariedades de cana-de-aclicar RB 842021, RB 83102,
RB 75126, RB 882980 e Co 997 foram fornecidas pela
Estacdo Experimental de Itapirema da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (1PA).

No desenvolvimento e condugdo dos experimentos,
estasvariedadesforam, inicid mente, introduzidasin vitro,
apartir do cultivo de dpices caulinares. Posteriormente,
foram submetidas a testes de infeccdo para verificar a
presenca das bactérias A. diazotrophicus e
Herbaspirillum spp., que foram realizados de acordo
com Ddbereiner et al. (1995).

A Brachiaria arrecta foi introduzida in vitro para
servir como testemunha néo fixadora do N, (Urquiaga
etal., 1989, 1992). O meio nutritivo basico foi constitu-
ido pelos sais do M S descrito por Murashige & Skoog
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(1962), com modificagdes nosniveisde N, acrescido de
20 g L1 de sacarose. Foram utilizados 0 MS completo
com 9,83 mM, além dos demais com a concentracéo de
N reduzidapara 2,46, 0,49 € 0,0 mM.

O experimento foi constituido de 24 tratamentoscom
dez repeticbes. Os tratamentos consistiram na combi-
nacdo das cinco variedades de cana-de-aclcar e dates-
temunha (Brachiaria arrecta), com quatro niveis de
nitrogénio (9,83, 2,46, 0,49 e 0,0 mM), conduzido em
delineamento inteiramente casualizado. O experimento
foi mantido em sala de crescimento com temperatura
de 24+1°C efotoperiodo de 16 horas, onde permaneceu
por 45 dias. Apoés este periodo, foram avaliados a mas-
sa da matéria fresca, o contetdo de pigmentos
fotossintéticos e aatividade das enzimas nitrato redutase
(NR) eglutaminasintetase (GS), procurando rel acioné-
los com afixagado biol 6gicado nitrogénio. Osresultados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pel o teste de Tukey a5% de probabilidade.

A atividade da nitrato redutase foi determinada na
parte aérea das plantas de cana-de-agUcar apds 45 dias
decultivoinvitro. Utilizou-se o método in vivo descrito
por Jaworski (1971), que sebaseiano principio dequea
guantidade de nitrito liberada por fragmentos de tecidos
Vivos num tampao, ha presencade um agente permanente
(propanol) e do substrato (NOy3), reflete a atividade po-
tencial daNRin situ (Hageman & Reed, 1980). A ativida
de daenzima é calculada pela quantidade de NO;” libera-
da pelos tecidos vegetai s na solugéo de incubagéo, sendo
expressa em nmoles de NO,” h'l g1 de matéria fresca.

Apbs serem removidas do meio de cultura, asplantas
foram cuidadosamente lavadas em agua destilada,
secadas com papel toalha e, em seguida, cortadas rapi-
damente com uma tesoura cirdrgica, de modo a obter-
se uma amostra com 0,2 g de matéria fresca.

Amostras em triplicatas dos fragmentos de tecido de
parte aéreadas plantas, pesando 0,2 g, foram incubadas
no escuro em 5 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,5,
contendo n-propanol a2% e 0,02 M de KNO3, emantidas
em banho-mariaa 30°C, por 60 minutos. Apos o periodo
de incubagdo, foram retiradas aliquotas de 0,4 mL da
solucdo de incubagdo de cada amostra e recolhidas
em tubos de ensai o devidamente identificados, onde
foram adicionados 0,3 mL de sulfanilamida a 1%,
0,3 mL de n-naftil-etileno-diamino a0,02%. Asaiquotas
permaneceram em repouso por 20 minutos e, entéo,
acrescentou-se 4 mL de &gua destilada. A absorbancia
foi medidaem espectrofotdmetro a540 nm e adetermi-
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nacdo da concentragdo de NOy, obtida a partir de uma
curva padrdo de NO;.

Naextracéo daenzimaGS, amostras em triplicatade
fragmentos de tecido da parte aérea das plantas, pesan-
do 1 g, foram maceradas em N, liquido. Em seguida,
foram adicionados 8 mL do tamp&o de extrac&o, consti-
tuido de tamp&o imidazol-HCI pH 7,5, MgS0, 0,1 M e
mercaptoetanol, homogenei zando-se as amostras. Em
seguida, o homogeneizado foi passado por gase e o fil-
trado recolhido em tubos de centrifugaimersosem gelo.
Em seguida, foram centrifugados por 15 minutos, a0°C,
a15.000 g e o sobrenadante foi recolhido e conservado
em gelo.

Paraareacdo adicionou-se em tubos de ensaio 0,2 mL
de tamp&o imidazol-HCI 0,5 M pH 7,5; 0,1 mL de
mercaptoetanol 0,1 M; 0,1 mL deMgS0,40,4M; 0,1 mL
de hidroxilamina0,1 M pH 6,5; 0,1 mL deATPO0,1 M;
0,1 mL de glutamato 0,5 M pH 7,5; 0,3 g de amostrae
1,0 mL de &gua destilada. Em seguida, as amostras fo-
ram incubadas a 30°C por 30 minutos. Apos esse perio-
do, areacdo foi interrompida com adi¢do de 1,5 mL do
reagente constituido de cloreto férrico e acido
tricloroacético dissolvidosem HCI 0,5N. A absorbancia
das amostras foi medida em 540 nm, utilizando como
padréo o y-glutamil mono-hidroxamato. A atividade da
GS foi expressa em mmoles de y-glutamil mono-
hidroxamato produzido por minuto por gramade maté-
ria fresca (Farnden & Robertson, 1980).

Na determinacdo do contetido de clorofila, amostras
de 0,2 g detecido foliar fresco, coletadas em triplicatas
foram postas em tubos com tampa contendo 10 mL
de acetona 80% (v/v) em agua, onde permaneceram
por 24 horas em camarafria, protegidas daluz. Apds
24 horas, os extratos foram filtrados e a leitura efetua-
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da em 663 e 645 nm para clorofilas a e b, respectiva-
mente. As determinactes da clorofila (mg gmf-1) base-
aram-se nas equacdes abaixo relacionadas, segundo
Whitham et al. (1971):
Clorofilaa= (12,7 X Assz— 2.69 X Aess) V

1000 MMF
Clorofilab = (22,9 X Aess — 4,68 X Aess) V.

1000 MMF
em que A é a absorbancia no comprimento de onda
indicado, V é o volumefinal do extrato clorofila-acetona,
e MMF é a massa da matéria fresca em gramas do
meaterial vegetal utilizado.

Resultados e Discussao

Atividade da nitrato redutase

A atividade da nitrato redutase variou significativa-
mente entre as variedades, apenas no meio de cultura
contendo 9,83 mM de N (M 1), obtendo-se o valor ma-
ximo na variedade RB 83102, que ndo diferiu da
Brachiaria (testemunha), e os valores mais baixos nas
variedades RB 842021 e RB 75126 (Tabela 1). Nos
demais meios de culturanéo houve diferencasignifica
tiva entre as variedades de cana-de-aglcar e a
Brachiaria (testemunha).

Namaioriadas espéciesaatividade danitrato redutase
€ baixa ou n&o detectavel quando cultivadas na ausén-
cia de nitrato (Andrews et a., 1990). Por outro lado,
observou-se em todas as variedades de cana-de-acu-
car, e até mesmo naculturatestemunha, val ores signifi-
cativos da atividade desta enzima em meios de cultura
com muito baixa concentragéo ou desprovido de nitro-
génio. A variedade RB 842021 apresentou valor maxi-
mo da atividade da NR em relacéo as demais varieda-

Tabela 1. Atividade dasenzimas nitrato redutase e glutaminasintetase em folhas de variedades de cana-de-agUcar cultivadasin

vitro, por 45 dias, em razao de niveis de nitrogénio®.

N (mM)®@ RB 83102 RB 842021 RB 882980 Co 997 RB 75126 Brachiaria
Atividade danitrato redutase (umoles/gmf/h)®
9,83 206,31aA 62,16cAB 104,96bcA 107,26bcA 50,90cA 161,26abA
2,46 50,90aB 55,41aB 55,41aA 107,21aA 55,41aA 102,70aA
0,49 50,90aB 134,23aA 71,17aA 109,46aA 91,44aA 89,19aA
0,00 46,40aB 86,94aAB 44,14aA 48,65aA 77,93aA 95,95aA
Atividade da glutamina sintetase (nmoles/g/min)
9,83 97,99bA 220,09aA 223,17aA 187,76aA 88,75bA 204,69aA
2,46 62,84bAB 163,64aB 152,36aB 99,50bCB 63,61bAB 196,992A
0,49 59,24bAB 125,16aCB 137,99aB 136,45aB 47,96bAB 136,96aB
0,00 37,69dB 101,56abC 130,80aB 81,03bcC 27,94dB 104,63abB

(UM édias seguidas pela mesma letra, mintscula para variedades e maitiscula para niveis de N, ndo diferem entre s a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. @Meio com sais do MS, acrescido de sacarose e diferentes concentragdes de nitrogénio. @gmf: grama de matéria fresca.
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des quando cultivada sem N, com excegao da testemu-
nha(Tabelal). Damesmaforma, Timpo & Neyra(1983)
encontraram, em folhas de Phaseolus vulgaris, valo-
res significativos de atividade da NR em plantas culti-
vadas na presenca de NH4+ ou uréia como fontes ex-
clusivasdenitrogénio.

A nitrato redutase € umaenzimainduzida, caracteris-
ticamente, pel o seu substrato (Redinbaugh & Campbell,
1991). A presenca de umanitrato redutase constitutiva,
expressa na auséncia de nitrato, ocorre em varias espé-
cies de plantas fixadoras de N,, como a sojae o feijao
(Andrewset al.,1990; Caboche & Rouzé, 1990), o que,
possivel mente, podejustificar osresultados obtidos nes-
te trabalho, considerando que as variedades de cana-
de-acUcar avaliadas estavam associadas as bactérias
fixadoras do nitrogénio atmosférico.

Huber et al. (1992) relacionaram ataxafotossintética
aatividade danitrato redutase. A variedade RB 842021,
quando cultivadasem nitrogénio (M4) (Tabelal), apre-
sentou amaior atividade da nitrato redutase em relacéo
as demais variedades e mostrou também o maior con-
telido de clorofilas a e b (Tabela 2) e massa de matéria
fresca, nas mesmas condicoes de cultivo (Tabela 3).

Em plantas de milho, a atividade da enzima nitrato
redutase ndo foi influenciada pelainoculagdo com bac-
tériasdiazotrdéficas, provavelmente, pelacompeticdo das
bactérias com a nitrato redutase por carboidratos pro-
venientes da fotossintese. No entanto o incremento de
peso e do contetido de N nos gréos mostraram que as
bactérias podem ter influenciado o sistema de absorcéo
e utilizagcdo deste elemento (Machado et al., 1998).

E possivel inferir que as bactérias fixadoras de N
influenciaram a atividade das enzimas do metabolismo
do N nas variedades de cana-de-acUcar estudadas, per-
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mitindo aincorporag&o do N e incrementando o trans-
porte deste elemento para a parte aérea.

Atividade da enzima glutamina sintetase (GS)

A atividade daGSnasfolhasvariou significativamente
entre asvariedades conforme o nivel deN utilizado (Ta-
belal). Nosmeiosde culturacontendo 9,83 0,49 mM
deN, M1 eM3, respectivamente, apenas as variedades
RB 75126 e RB 83102 diferiram das demais. Pratica
mente, todas as variedades apresentaram atividade ma-
ximano meio MS completo (9,83 mM deN) (Tabelal).
Magalhdes & Huber (1991) constataram que a ativida
de da GS em raizes de tomate, milho e arroz foi maior
guando cultivadas no meio MS completo. Em couve, a
atividade da mesma enzima também aumentou em res-
posta a quantidade de N utilizada, independentemente
dafonte (Zago, 1997).

Em tecidosfoliares ou clorofilados, sGo encontrados
dois tipos da enzima glutamina sintetase, que estdo lo-
calizadas no cloroplasto (GS; ) e no citossol (GS,)
(Sechley et al., 1992). A atividade da GS foliar
corresponde, em grande parte, a isoenzima dos
cloroplastos que desempenhaum papel fundamental na
assimilagdo do NH4*, na fotorrespiracdo e na reducéo
do NOs (Sechley et ., 1992; Oaks, 1994). Neste tra-
balho, as variedades RB 882980, RB 842021 e ateste-
munhaapresentaram maior atividade daenzimaGSem
relacdo as demais variedades e ndo diferiram significa-
tivamente entre si, quando cultivadas em meio de cultu-
radesprovido de nitrogénio.

Emboraas plantas utilizadas nos experimentos tenham
sido provenientes da culturade &pices caulinares, testes
de infecc@o revelaram a presenca de bactérias, mais
especificamente o Hebaspirillum spp. A B. arrecta,
utilizada como cultura testemunha néo fixadora do N,

Tabela 2. Contetido de clorofilas a e b em folhas frescas de variedades de cana-de-agUcar cultivadasin vitro, por 45 dias, em

raz&o de niveis de nitrogénio®.

N (mM)@ RB 83102 RB 842021 RB 882980 Co 997 RB 75126 Brachiaria
Clorofiaa (ug/gmf)®

9,83 5,90bA 10,50abAB 10,00abA 10,06abA 9,90abA 12,17aA

2,46 7,032A 8,86aAB 9,86aA 9,90aA 8,96aAB 10,60aA

0,49 6,602A 6,83aB 6,36aA 9,20aA 6,20aAB 9,43aA

0,00 6,000A 13,10aA 6,10bA 6,90bA 4,60bB 8,03abA
Clorofiab (ug/gmf)®

9,83 2,03bA 3,63abAB 3,70abA 3,40abA 3,47abA 4,83aA

2,46 2,57aA 2,93aAB 3,40aA 3,40aA 3,10aA 4,10aA

0,49 2,332A 2,37aB 2,37aA 3,10aA 3,07aA 3,73aA

0,00 2,03bA 4,67aA 2,13bA 2,53bA 2,06bA 3,57abA

(WMédias seguidas pela mesma letra, minGscula para variedades e maitscula para niveis de N, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. @Meio com sais do MS, acrescido de sacarose e diferentes concentragdes de nitrogénio. Agmf: grama de matéria fresca.
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(Urquiaga et al., 1989, 1992), apresentou, no entanto,
bom potencia de fixagdo do N, pois quando cultivada
na auséncia de N, o ganho de biomassafoi crescente e
apresentou um dos maiores contetdos de clofilasa e b,
além de mostrar atividade daNR e GS (Tabela 3).

Provavelmente, a atividade da GS encontrada nas
variedades de cana-de-aclcar e na testemunha, quan-
do cultivadas sem N, foi determinada por causa do N
liberado pelo processo de fixag&o biolégica, poiseste é
um dos processos fisioldgicos que envolvem a GS
citosdlica(Last, 1993; Pearson & Ji, 1994). Machado et dl.
(1998) observaram valores superiores na atividade da
enzimaglutaminasintetase em folhas e raizes de milho
cultivado com baixo nivel de nitrogénio. Osautoresatri-
buiram este resultado ao incremento dadisponibilidade
de ambnio liberado pelas bactérias fixadoras. Da mes-
ma forma, amaior atividade da enzima GS encontrada
nas variedades RB 882980 e RB 842021 pode estar re-
lacionada ao maior incremento de aménio por parte do
processo de fixacdo bioldgica.

A glutaminasintetase € umaenzimalimitante do cres-
cimento edo uso do N nasplantas(Lam et al., 1995). A
massa da matéria seca foi reduzida em 45% no meio
sem nitrogénio (M4) em relagdo ao meio completo (M 1),
apos 45 dias de cultivo para a variedade RB 842021
(Tabela 3). No entanto, uma reducdo de aproximada-
mente 54% na atividade da GS, do M1 ao M4, names-
mavariedade, ndo teveimpacto no contetdo de clorofi-
las a e b. Em plantas de cevada, observou-se que uma
reducdo de 50% na atividade da GS ndo causou impac-
to no contetdo total de clorofila, sobre a massa de ma-
téria fresca ou na razéo massa de matéria frescalmas-
sa de matéria seca. No entanto, a producéo de gréos
foi, consideravelmente, reduzida (Hausler et al., 1994).

Contetdo de clorofila

Os contetdos de clorofilas a e b ndo variaram entre
as variedades e a testemunha nos meios de cultura
M2 e M3, com 2,46 e 0,49 mM de N, respectivamente.
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Entre os niveis de N, o efeito estimulador méximo foi
observado no meio de culturacom 9,83 mM navarieda-
de RB 75126, que coincidiu com a maior reducéo no
meio de culturadesprovido de nitrogénio. Nas varieda-
des RB 83102, Co 997, RB 882980 e testemunha néo
houve diferencasignificativaentre os niveis de nitrogé-
nio. No entanto, na variedade RB 842021, 0 meio de
cultura desprovido de N promoveu maior conteido de
clorofilasa eb (Tabela 2).

A clorofilatem como precursor inicial o glutamato
(Kannangara, 1991). Assim, adisponibilidadedeN pode
influenciar decisivamente acapaci dade fotossintéticadas
plantas. Segundo Shadchina& Dmitrieva(1995), o con-
telido de clorofila das folhas representa um parémetro
apropriado na avaliacdo da aquisicdo de N pelas plan-
tas, sob diferentes condi¢des ambientais.

Ao dosar o conteudo de clorofilas a e b das varieda-
des de cana-de-agUcar cultivadasin vitro, sob diferen-
tes niveis de N, buscou-se encontrar um parametro
indicativo da eficiéncia das diferentes variedades, no
processo de fixagao biolégicade N jaque, segundo va-
riosautores (Schubert, 1986; Cojho et al., 1993), asbac-
térias fixadoras liberam, paraa planta hospedeira, N na
formade aménio. Entdo, quanto maisamanio liberado,
maior adisponibilidade de N e, conseqiientemente, mais
clorofila

A variedade com maior ganho de biomassa, du-
rante os 45 dias de cultivo, no meio de cultura com
maior nivel de N (9,83 mM), apresentou 0 menor
contetdo de clorofilasaeb (Tabela3). Emfolhasde
milho e trigo, o conteddo maximo de pigmentos
fotossintéticos foi observado nas plantas que apre-
sentaram 0 maior crescimento vegetativo (Stancheva
& Dinev, 1995). No meio de culturadesprovido de N
ndo houve diferenca. Entretanto, a variedade com
maior acimulo de biomassa (RB 842021) também
mostrou o maior contetido de clorofilas a e b nas
mesmas condi¢des de cultivo.

Tabela 3. Massadamatériafresca(g) acumuladaem variedades de cana-de-aglcar, apos45 diasde cultivoin vitroem meiosde

cultura, em raz&o de niveis de nitrogénio(.

N (mM)@ RB 83102 RB 842021 RB 882980 Co 997 RB 75126 Brachiaria
9,83 3,45aA 2,85aA 2,46abA 2,37abA 1,34bcA 0,90cA
2,46 1,70abB 1,91abAB 2,69aA 1,58abAB 1,22bA 0,99bA
0,49 1,98aB 1,65aB 1,66aAB 1,38aAB 1,59aA 0,76aA
0,00 117aB 1,56aB 1,23aB 1,12aB 1,01aA 0,53aA

(WMédias seguidas pela mesma letra, minGscula para variedades e maitscula para niveis de N, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. @Meio com sais do MS, acrescido de sacarose e diferentes concentrages de nitrogénio.
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A determinacdo do contetido de clorofila em folhas
de trigo representou um parémetro apropriado para a
avaliacdo daaquisicao de N pelasplantas e, além disso,
pode fornecer um diagndstico confiavel arespeito das
condic¢des nutricionais das plantas (Shadchina &
Dmitrieva, 1995).

Condigdes de crescimento e fatores ambientais po-
dem modificar arazéo clorofilaa/b das folhas, poden-
do, por exemplo, variar de acordo com a intensidade
luminosa a que as plantas estdo expostas (Majerowicz,
1997). Nas plantas submetidas a elevadas intensidade
luminosa, arazdo clorofilaa/b encontra-se em torno de
3,2-4,0, a0 passo que em baixa intensidade luminosa
estarazdo é de cerca de 2,5-2,8 (Lichtenthaler, 1987).
Nas folhas da maioria das variedades de cana-de-acU-
car utilizadas no presente trabalho, arazéo clorofilaa/b
oscilou em torno de 2,6-2,95, valores caracteristicos,
portanto, de condi¢bes nas quais preval ece baixainten-
sidade luminosa. No entanto, na variedade RB 842021
arazéo clorofilaa/b oscilou em torno de 2,7-3,6.

Conclusbes

1. A Brachiaria arrecta ndo deve ser utilizada como
culturatestemunhan&o fixadorado nitrogénio atmaosférico.

2. A reducéo nos niveis de nitrogénio ndo afetasigni-
ficativamente o contelido das clorofilasaeb dasvarie-
dades.

3. A atividade constitutiva da nitrato redutase e da
glutamina sintetase esta presente nas variedades de
cana-de-acUcar e planta testemunha, mesmo na ausén-
ciadenitrogénio.

4. Asvariedades RB 842021 e RB 882980 sdo mais
eficientes no processo de assimilagdo do nitrogénio.

5. Os parémetros avaliados podem ser utilizados como
indicativo do potencial de fixagdo biol6gicado nitrogé-
nio em plantas.
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