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Resumo: Galactia latisiliqgua Desv. (sinbnimo Galactia velutina Benth.) trata-se de uma
leguminosa herbacea, de ocorréncia como invasora, apresentando ampla distribuicdo
geogréfica ocorrendo na Argentina, Brasil, Uruguai, Colémbia, Guiana e Paraguai, ndo
havendo na literatura quaisquer informacdes sobre o comportamento fisiologico e de fixacéo
biolégica em resposta a fontes de nitrogénio. Sendo assim, o presente estudo visa aportar
informac@es diagnosticas sobre o comportamento da espécie quanto a manutencdo do ‘status’
de fixagdo bioldgica de nitrogénio e alteragdes no metabolismo em funcéo da disponibilidade
ou auséncia de nitrogénio no meio. Observamos que a presenca de diferentes fontes de
nitrogénio (amonio, ureia e nitrato) altera a translocacdo de amino&cidos e ureideos em
Galactia latisiliqua, mas ndo inibe a nodulacao e fixacdo de nitrogénio completamente. Isto é
um fator indicativo de possivel tolerancia da espécie a presenca de nitrogénio no meio,
tornando-a uma espécie em potencial para estudo dos fatores que levam algumas leguminosas
a abandonarem a fixacdo de nitrogénio na presencga de nitrato e amonio, por exemplo, ao
passo que outras se mantém com nodulos funcionais nas mesmas condicdes.

Palavras-chave: ureideos, fixacédo bioldgica, aminoacidos, leguminosa

Alterations in nitrogen metabolism and nodulation in Galactia latisiliqua Desv. In
presence of different supply of nitrogen

Abstract: Galactia latisiliqua Desv. (synonymous Galactia velutina Benth.) is a herbaceous
legume, whether as invasive, with wide geographical distribution occurring in Argentina,
Brazil, Uruguay, Colombia, Guyana, Paraguay, without any information in the literature on
the physiological and fixation in response to nitrogen sources. Thus, this study aims to
contribute diagnostic information about the behavior of the species and the maintenance of
the ‘status’ of biological nitrogen fixation and metabolism changes in the availability or
absence of nitrogen in the medium. We observed that the presence of different nitrogen
sources (ammonium, urea and nitrate) alters the translocation of amino acids and ureides in
Galactia latisiliqua but does not inhibit nodulation and nitrogen fixation completely. This is a
factor indicative of possible tolerance of the species to the presence of nitrogen in the
medium, making it a potential species to study the factors that lead some to abandon legume
nitrogen fixation in the presence of nitrate and ammonium, for example, while other remains
functional nodules with the same conditions.
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Introducéo

O nitrogénio é o elemento mais abundante da atmosfera terrestre, perfazendo cerca
de 80% desta. Estd presente na forma de nitrogénio molecular (N,), extremamente estavel
(ndo-reativa), o que o torna indisponivel a maioria dos seres vivos. No solo, pode ser
encontrado sob varias formas: nitrato (NO3"), amonio (NH,"), nitrogénio organico dissolvido
(principalmente na forma de peptideos e aminoacidos), sendo as caracteristicas de pH e
aeracdo os fatores que determinam esta disponibilidade (Wiliams & Miller, 2001). Apds a
agua, a disponibilidade de nitrogénio é o fator de maior limitancia ao crescimento das plantas
(Date, 1973; Hardy & Havelka, 1975).

O nitrogénio molecular, quimicamente indisponivel para a maioria dos organismos,
se torna fisioldgica e metabolicamente disponivel através do processo de fixacdo bioldgica,
realizado por um pequeno numero de microrganismos, denominados diazotroficos ou
fixadores de nitrogénio. Estes sdo capazes de reduzir nitrogénio atmosférico a amonio,
processo realizado gracas a presenca do complexo enzimatico nitrogenase. Evolutivamente
algumas espécies desenvolveram a capacidade de associar-se simbioticamente a estas
bactérias, sendo o grupo das leguminosas o que melhor desenvolveu esta capacidade,
associando-se a bactérias do grupo do Rhizobium (Vidal, 1985). Assim, conseguem obter com
relativa facilidade nitrogénio do meio, armazenando em seus 6rgédos e constituindo-se em uma
das principais fontes de proteina para grande parte da cadeia alimentar, podendo ser
consumida diretamente, utilizadas como alimento para animais, ou até como adubo verde.
(Peoples & Craswell, 1992; Udvardi et al., 1992).

Quando o nitrogénio, principalmente na forma de nitrato, estd disponivel no
ambiente, as leguminosas abandonam a fixacédo bioldgica, absorvem esse nitrato e o reduzem
a nitrito e, posteriormente a amonio, através da acdo das enzimas nitrato redutase (NR) e
nitrito redutase (NiR), respectivamente. Esse amonio € entdo assimilado pela via GS/IGOGAT,
onde é convertido em glutamato pela acdo em sequéncia da glutamina sintetase (GS) e da
glutamato sintase (GOGAT), que pode ser transferido para outros compostos atraves de
reagOes de transaminacao.

Apesar das duas vias, absorcdo de nitrato e fixacdo bioldgica, terem como produto
final o aménio, em leguminosas tropicais, mudancgas profundas ocorrem no metabolismo do
nitrogénio, dependendo da fonte primaria. Quando a amonio provém da associacao

simbiotica, os produtos nitrogenados exportados pelo sistema radicular, via xilema, s&o
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ureideos, por outro lado quando provém da reducdo assimilatéria do nitrato os produtos
exportados sao amidas, principalmente asparagina e glutamina (Schubert, 1986).

A espécie Galactia latisiliqgua Desv. (sindbnimo Galactia velutina Benth.) trata-se de
uma leguminosa herbacea, de ocorréncia como invasora, apresentando ampla distribuicao

geogréfica (www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?311460) ocorrendo na Argentina,

Brasil, Uruguai, Colbmbia, Guiana e Paraguai (aplx5.rdg.ac.uk/annual-

checklist/2009/show species details.php?record id=580876), ndo havendo na literatura

quaisquer informacdes sobre o comportamento fisiologico e de fixacdo bioldgica em resposta
a fontes de nitrogénio. Sendo assim, o presente estudo visa aportar informacgdes diagndsticas
sobre o comportamento da espécie quanto a manutencdo do status de fixacdo bioldgica de
nitrogénio e alteracbes no metabolismo em funcdo da disponibilidade ou auséncia de

nitrogénio no meio.

Material e Métodos

Cultivo das plantas

Sementes foram coletadas de plantas de ocorréncia natural em Trés Lagoas — MS e
estas foram germinadas em rolos de papel filtro em cdmara de germinacéo, ap6s o que foram
transferidas para vasos (4 L), com vermiculita e inoculadas com nddulos coletados de plantas
em ocorréncia natural. Ap6s nodulacdo efetiva, foram estabelecidos os tratamentos: plantas
recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio (T1), recebendo solucdo nutritiva com aménio
(T2), recebendo solucdo nutritiva com uréia (T3), e recebendo solugdo nutritiva com nitrato
(T4), tendo como base a solugéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1939).

Os tratamentos foram mantidos por 21 dias, sendo aplicado 100 mL solugéo nutritiva
por vaso, duas vezes por semana. A coleta foi realizada quando as plantas ja encontravam-se

em florescimento.

Coleta do Material

A seiva de xilema foi coletada com auxilio de um sistema de compressdo Bomba de
Scholander modificado, onde a pressdo é fornecida por um compressor de ar, e armazenadas
em freezer para as analises posteriores; os tecidos foram separados (folhas, raiz e nodulos) e
armazenados em freezer para as andalises posteriores. Nao foram realizados testes preliminares
para verificar se ocorre exsudagdo natural apds corte transversal, conforme descrito por
McClure & Israel (1979).
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Extragéo dos compostos nitrogenados

Através do método descrito por Bielski & Turner (1966) os compostos nitrogenados
foram extraidos para as analises posteriores.

Para 1g de material fresco, acrescentou-se 10 mL de solucdo MCW (60% ml
Metanol, 25% ml Cloroférmio, 15% ml H,O — v/v/v). O material foi triturado e, em seguida,
centrifugado por 15 minutos a 3000 RPM. Ap6s centrifugacdo, acrescentou-se 1 mL
Cloroférmio + 1,5 mL H,0O, para cada 4 ml sobrenadante. Aguardou-se a separagéo de fases e
utilizou-se a fase hidrossolivel para andlise de compostos nitrogenados (aminoéacidos,
ureideos, nitrato e amonio).

O precipitado foi ressuspendido em solugdo NaOH 0,1 M, a uma relagdo de 10 mL
de solucdo para cada grama de amostra (tecido fresco); apds homogeneizacdo, a amostra foi

centrifugada e o sobrenadante utilizado para quantificacdo de proteinas.

Analise de compostos nitrogenados

Aminoacidos sollveis totais, canavanina (aminoacido ndo-proteico), ureideos
(alantoina e &cido alant6ico), nitrato e aménio foram quantificados em tecidos e seiva de
xilema de acordo com o descrito por Yemm & Cocking (1955), Rosenthal (1977), Vogels &
Van Der Drift (1970), Cataldo et al. (1975) e McCullogh (1967), respectivamente. Proteina

total presente em tecidos foi quantificado de acordo com o descrito por Bradford (1976).

Anélise da Atividade da Enzima Nitrato Redutase (NR)
A atividade da enzima Nitrato Redutase foi dosada “in vivo” de acordo com o

descrito por Radin (1974), através da quantificagdo de nitrito formado.

Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Utilizou-se para analises
estatisticas a média de trés repeticdes as quais foram submetidas ao teste de Tukey a 5%,
através do programa VARPC.

Resultados e Discussdo

A presenca de nitrogénio no meio néo foi fator de inibicdo da nodulacéo, ja que tanto
numero de nddulos quanto a massa nao apresentou variacdo significativa entre os tratamentos
(Tabela 1). Houve incremento de massa fresca de raiz em plantas que receberam nitrogénio,
independente da forma fornecida (amonio, ureia ou nitrato), havendo variagdo significativa

destes em relacdo a plantas inteiramente dependentes da fixacéo (Tabela 1).
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Tabela 1. Massa fresca de tecidos e nimero de nodulos de Galactia latisiliqua Desv.

Parte aérea Raiz Nodulo N°. de Nédulos
Tl 15,05 A 583 B 110 A 76 A
T2 17,50 A 8,50 A 0,84A 67 A
T3 14,30 A 10,75 A 0,73A 56 A
T4 15,45 A 12,50 A 0,74 A 53 A

T1: plantas recebendo solugdo nutritiva sem nitrogénio; (T2)recebendo solugdo nutritiva com aménio; (T3)
recebendo solucdo nutritiva com uréia e (T4), e recebendo solucdo nutritiva com nitrato. Os dados referem-se a
média de trés repeticdes; letras diferentes, para um mesmo parametro e um mesmo tecido, indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5%. Dados expressos em gramas.

A fonte de nitrogénio influenciou o acumulo de proteina e aminoacidos em tecidos,
havendo incremento nos niveis de proteinas totais em folhas de plantas tratadas com ureia, e
reducdo nos niveis de aminoacidos sollveis totais presentes em folhas de plantas tratadas com
amonio (Tabela 2). Os niveis de aminoacidos sollveis totais em raizes de plantas que
receberam ureia foram inferiores aos demais tratamentos, sendo que houve incremento em
plantas que receberam amonio (Tabela 2).

Observou-se que o sitio de reducdo assimilatoria de nitrato nesta espécie da-se
exclusivamente em folhas, ndo havendo atividade da enzima nitrato redutase nos demais
tecidos (Tabela 2). A presenca de nitrato em raizes e nodulos é indicativo de que ha absorcéo
de nitrato e este é translocado para as folhas, onde observou-se maiores concentrac@es do ion
e onde ha atividade de reducdo de nitrato pela planta.

A presenga de canavanina, embora em concentragfes baixas, em folhas de Galactia
latisiliqua, indica adaptabilidade a defesa contra ataque de insetos. Observou-se presenca de
canavanina em nddulos (Tabela 2) em concentracfes mais elevadas que as observadas em
folhas, 0 que néo € relatado na literatura; segundo Hwang et al (1996) em Canavalia lineata,
a concentracdo de canavanina foi detectado quase exclusivamente nas folhas, mas ndo nas

raizes.
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Tabela 2. Analise quantitativa de compostos nitrogenados em tecidos de Galactia latisiliqua
Desv.

Aminoacidos Canavanina Proteina Amonio Nitrato NRA

Folha

T1 64,23 A 0,06 B 0,21B 0,01A 4,68 A 237,27
A

T2 551B 0,37A 0,31B 0,01A 3,36 A 229,83
A

T3 114,08 A 0,01B 1,10 A 0,08 A 8,42 A 169,54
A

T4 92,78 A 0,26 A 0,31B 0,04 A 6,99 A 317,85
A

Raiz

T1 11352 B 0,01A 0,11A 0,01 A 0,66 B ND

T2 213,93 A 0,01A 0,09A 0,01 A 2,05B ND

T3 40,34 C 0,01A 0,10A 0,01 A 3,00B ND

T4 1239B 0,01A 0,08A 0,01 A 13,23 A ND

Nodulos

T1 210,43 A 0,01C 0,99 A 0,01 A 10,14 A ND

T2 57,84 B 7,58 B 0,01B 0,01 A 0,01 A ND

T3 240,39 A 1,34 C 0,01B 0,01 A 0,01 A ND

T4 99,63 AB 19,75 A 0,01B 0,01 A 0,01 A ND

T1: plantas recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio; (T2): planta recebendo solugdo nutritiva com amdnio;
(T3): plantas recebendo solugdo nutritiva com ureia, e (T4) plantas recebendo solucdo nutritiva com nitrato.
NRA: atividade da enzima nitrato redutase. ND: ndo detectado. Os dados referem-se a média de trés repeti¢des;
letras diferentes, para um mesmo parametro e um mesmo tecido, indicam diferenca significativa pelo teste de
Tukey a 5%. Os dados s&o expressos em miligramas por grama de massa fresca (proteina), nanomoles/grama de
massa fresca (canavanina), micromoles/grama de massa fresca.hora® (NRA) e micromoles/grama de massa
fresca (demais parametros).

Observou-se maior acumulo de ureideos em folhas de plantas que encontravam-se
recebendo ureia e aménio em solugdo, enquanto que os maiores teores de ureideos em raizes
foram observados em plantas que receberam amdénio (Tabela 3). EM nodulos, plantas que
receberam nitrato apresentaram maiores concentracdes de ureideos totais, no entanto quando
observa-se a translocacdo de ureideos em seiva de xilema, os menores teores foram
observados em plantas que recebiam amonio (Tabela 4), enquanto os demais tratamentos nao
diferiram entre si. Herridge et al. (1996), trabalhando com Desmodium rensonii observou
reducdo brusca nos niveis de ureideos na presenca de nitrato, 0 que ndo foi observado no

presente estudo, com Galactia latisiliqua.
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Tabela 3. Analise quantitativa de compostos nitrogenados em tecidos de Galactia latisiliqua
Desv.

Ureideos Totais Alantoina Acido Alantoico
pmol/gMF pmol/gMF pmol/gMF
Folha
T1 1,16 B 0,67 A 0,49B
T2 2,16 A 0,42 A 1,74 A
T3 2,23 A 0,44 A 1,79 A
T4 1,26 B 0,75 A 051B
Raiz
T1 1,21 B 0,52B 0,69B
T2 2,59 A 1,09 A 1,50 A
T3 1,74B 0,51B 1,23 A
T4 0,68 C 0,31B 0,37B
Nédulo
T1 251C 2,40 B 0,11 B
T2 4,47 B 3,37B 1,10 A
T3 6,00 B 479B 121 A
T4 15,29 A 13,89 A 1,40 A

T1: plantas recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio; (T2): planta recebendo solucdo nutritiva com aménio;
(T3): plantas recebendo solugdo nutritiva com ureia, e (T4) plantas recebendo solugdo nutritiva com nitrato. Os
dados referem-se a média de trés repeticOes; letras diferentes, para um mesmo parametro e um mesmo tecido,
indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5%. Os dados sdo expressos em micromoles/grama de
massa fresca.

Peoples et al. (1991) observou em soja concentragdes da ordem 400 nmol/gMF de
ureideos por grama de tecido fresco, em tecido de raiz, em plantas que ndo estavam fixando
nitrogénio simbionticamente. Os dados obtidos para Galactia latisiliqua, em plantas que
estavam recebendo suplementacdo com nitrato sdo proximos aos relatados por Peoples et al.
(1991), no entanto a presenca de nodulos radiculares é indicativo de que a espécie mantinha-

se fixando nitrogénio, alem da absorcédo de nitrato fornecido.

Tabela 4. Quantificacdo de aminodcidos sollveis totais, nitrato e ureideos totais translocados
em seiva de xilema de Galactia latisiliqua Desv.

Aminoacidos Nitrato Ureideos totais
T1 10,15 AB ND 0,24 A
T2 15,80 A ND 0,04B
T3 791 B 0,05 A 0,63 A
T4 9,90 AB 0,11 A 0,65 A

T1: plantas recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio; (T2): planta recebendo solucdo nutritiva com amdnio;
(T3): plantas recebendo solucdo nutritiva com ureia, e (T4) plantas recebendo solugdo nutritiva com nitrato. ND:
ndo detectado. Os dados referem-se a média de trés repeticdes; letras diferentes, para um mesmo parametro,
indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5%. Dados expressos em micromoles/mL.
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Dados semelhantes foram encontrados em outros estudos. Em Vigna mungo,
diferentes genotipos foram avaliados quanto a nodulacdo e fixacdo em presenca de uréia,
tendo sido observado que os gendtipos avaliados nodularam e apresentaram fixacédo
satisfatoria em presenca desta fonte de nitrogénio (Singh & Usha, 2002). Esta resposta de
nodulacdo e fixacdo em presenca de uréia é similar a observada para Calopogonium
mucunoides, uma vez que ndao houve alteracdo na massa dos nodulos em plantas que
receberam uréia, em comparagcdo com o controle (sem N) e, da mesma maneira, ndo ocorreu
reducdo nos niveis de ureideos translocados via xilema (Camargos & Sodek, 2010). Em
plantas de soja recebendo aménia, também é relatado que n&o ocorre abandono da fixagdo
(Gan et al., 2004).

Apesar de haver reducdo nos niveis de ureideos translocados em seiva de xilema em
plantas que estavam recebendo amonio, estas foram as que apresentaram maiores niveis de
aminocidos translocados (Tabela 4).

Em Calopogonium caeruleum, em plantas recebendo nitrato, observou-se reducéo
nos niveis de ureideos em seiva de xilema, associada a reducdo na nodulacdo (Camargos et
al., 2012), o que ndo foi observado em Galactia latisiliqua, no presente estudo. De forma
geral, a manutencdo da nodulagdo e da translocacdo de ureideos, em plantas recebendo
diferentes fontes de nitrogénio indicam uma possivel tolerancia do metabolismo desta espécie

a presenca de nitrogénio no meio.

Conclusodes

A presenca de diferentes fontes de nitrogénio altera a translocacdo de aminoacidos e
ureideos em Galactia latisiliqua, mas ndo inibe a nodulagdo e fixagdo de nitrogénio
completamente. Isto € um fator indicativo de possivel tolerancia da espécie a presenca de
nitrogénio no meio, tornando-a uma espécie em potencial para estudo dos fatores que levam
algumas leguminosas a abandonarem a fixacéo de nitrogénio na presenca de nitrato e amonio,

por exemplo, ao passo que outras se mantém com nodulos funcionais nas mesmas condigoes.
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