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Resumo: Alysicarpus vaginalis é uma herbdcea da familia Fabaceae de baixo crescimento
anual ou de curta duracdo perene, extremamente variavel em relacdo ao héabito, forma de
folhas e cor da flor, de ampla distribuicdo geografica, estendendo-se da Africa, india, leste da
Asia até a Australia. Ha relatos de utilizacio para compor pastagens, feno e forragem e/ou
como estratégia para o controle da erosdo. No Brasil, é considerada uma planta daninha, cuja
ocorréncia vem aumentando em areas urbanas e rurais do estado de S&o Paulo. Cresce bem
em solos moderadamente &cidos, mas ndo tolera salinidade; cresce em solos imidos, mas néo
em condi¢Ges de alagamento, no entanto pode sobreviver em curto tempo de inundacéo.
Diante da auséncia de dados sobre o metabolismo e por apresentar potencial de utilizagao para
alimentacdo de ovelhas e cavalos, tendo sua palatabilidade e aceitabilidade similar a alfafa
(Medicago sativa) e Aechynomene americana, estudamos o comportamento fisioldgico desta
espécie na presenca de aménio. Observamos que a nodulacdo em Alysicarpus vaginalis ndo €
afetada, mas o conteldo de &acido alantdico em tecidos (folhas, raizes e nodulos) é
influenciado pela variacdo na concentracdo de aménio fornecido a planta.

Palavras-chave: ureideos, nodulacao, fixacdo de nitrogénio.

Initial characterization of nitrogen metabolism in Alysicarpus vaginalis (L.) DC in

response to ammonium presence

Abstract:_Alysicarpus vaginalis is an herbaceous Fabaceae family of low-growing annual or
short-lived perennial, extremely variable with regard to the habit, form of leaves and flower
color, geographically widespread, extending from Africa, India, East Asia until Australia. No
reports of use to compose pastures, hay and forage and/or as a strategy to control erosion. In
Brazil, it is considered a weed, whose occurrence is increasing in urban and rural areas of the
state of ‘Sdo Paulo’. It grows well on soils moderately acidic, but not tolerate salinity;
develops in moist soils but not waterlogged conditions, however can survive in a short time of
flooding. Given the lack of data on the metabolism and provide potential use for feeding
sheep and horses, and its palatability and acceptability similar to alfalfa (Medicago sativa)
and Aechynomene americana, we study the physiological behavior of this species in the
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presence of ammonium. We observed that nodulation in Alysicarpus vaginalis is not affected,
but the allantoic acid content in tissues (leaves, roots and nodules) is influenced by variation
in the concentration of ammonium supplied to the plant.

Key-words: ureides, nodulation, nitrogen fixation.

Introducéo

As principais fontes de N nos ambientes agricolas disponiveis para as plantas séo o
NH;” e o NOs, as quais coexistem sob variadas relacBes e concentragbes (Britto e
Kronzucker, 2005), desde a faixa pmol L-1 até mmol L™ em vérias ordens de magnitude
(Marschner, 1995).

O nitrogénio esta presente em compostos nitrogenados importantes, como as bases
nitrogenadas e os acidos nucleicos, que perfazem cerca de 10% do total do nitrogénio na
planta, além de ser constituinte dos aminoacidos livres e proteicos, outras formas amino
solliveis chegam a compor 5% do N das plantas. A fracdo presente como NHz e NH;"
geralmente representa baixa porcentagem (Conn e Stumpf, 1975; Mengel e Kirkby, 1987).

A maior parte de N disponivel ndo sé no solo alagado mas também em solos &cidos
esta na forma de NH;" (Williams e Miller, 2001), e sua absorcéo e assimilagdo bioquimica s&o
favorecidas em relacdo ao NO3™ porque seu estado de oxidagdo elimina a necessidade de
reducdo quimica na célula (Howitt e Udvardi, 2000). Em baixas concentra¢des (umol LY, 0
NH," pode ser uma fonte adequada de N para as plantas, porém, em maiores concentracoes
(mmol L), pode causar problemas de toxidez, principalmente quando administrado como
fonte isolada de N (Gerendas et al., 1997), podendo, em casos severos, leva-las a morte
(Kronzucker et al., 2000; Britto e Kronzucker, 2002).

As plantas adquirem nitrogénio do solo na forma de nitrato, aménio, uréia e
aminoacidos (Willians e Miller, 2001), prevalecendo o nitrato em grande parte dos solos por
ser o produto final da utilizacdo microbioldgica do nitrogénio amoniacal, onde bactérias
guimiossintetizantes dos géneros Nitrossomonas e Nitrobacter oxidam a amdnio e utilizam os
elétrons removidos no seu metabolismo. Como o solo possui carga elétrica liquida negativa, o
nitrato ndo se liga eletrostaticamente a esta matriz, sendo facilmente lixiviado quando ndo
absorvido pelos vegetais. Em condicdes especiais de solo que inibem a atividade metabolica
destas bactérias quimiossintetizantes, tais como anoxia, alta concentracdo de compostos
fendlicos e alta acidez, o nitrogénio fixado disponivel preponderante é a aménio que, em

ambientes basicos, volatiliza-se, sendo perdida do sistema explorado pelos vegetais, o solo.
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Inversamente, em ambientes acidos mantém-se na forma protonada, podendo interagir com 0s
coldides do solo.

As plantas utilizam o nitrogénio na formacéo de algumas estruturas e, em seguida, o
disponibilizam a todos os individuos da cadeia alimentar. Alguns tipos de vegetais interagem
com as bactérias fixadoras de nitrogénio, retirando diretamente do ar o nitrogénio, em forma
gasosa, e transformando-o em formas absorviveis. Uma das associa¢bes mais conhecidas é a
que ocorre entre varias espéecies de leguminosas e as bactérias da familia Rhizobiaceae e pode
ser verificada através da formacdo de nddulos nas raizes. Nos nodulos, a bactéria reduz N; a
amonio que é incorporada em compostos organicos pela via GS/IGOGAT.

Alysicarpus vaginalis é uma herbacea da familia Fabaceae de baixo crescimento
anual ou de curta duracdo perene, extremamente varidvel em relacdo ao habito e forma de
folhas e cor da flor, de ampla distribuicdo geografica, estendendo-se da Africa, india, leste da
Asia até a Australia havendo relatos de utilizagdo para compor pastagens, feno e forragem
e/ou como estratégia para o controle da erosdo. No Brasil, é considerada uma planta daninha,
cuja ocorréncia vem aumentando em areas urbanas e rurais do estado de Sdo Paulo (National
Plant Data Center, 2000).

Cresce bem em solos moderadamente &cidos, mas ndo tolera salinidade, cresce em
solos Umidos, mas ndo em condicBes de alagamento, mas pode sobreviver em curto tempo de
inundacdo. Ha também relatos de susceptibilidade ao ataque de nematoides (Delgado, et. al.
1999).

Faz-se interessante o estudo do comportamento fisiologico desta espécie, pois
segundo Delgado et. al. (1999), esta espécie apresenta potencial de utilizacdo para
alimentacdo de ovelhas e cavalos, tendo sua palatabilidade e aceitabilidade similar & alfafa

(Medicago sativa) e Aechynomene americana.

Diante da auséncia de informacdes sobre o metabolismo destas espécies, o presente
estudo buscou verificar as variagdes na concentracdo de aminoacidos, amonio e ureideos em

plantas Alysicarpus vaginalis (L.) DC recebendo concentragdes crescentes de amonio (NH,").

Material e Métodos
Conducéo do experimento e obtengdo das amostras
A pesquisa foi realizada no Laboratdrio Fisiologia do Metabolismo Vegetal do
Departamento de Biologia na Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de llha
Solteira, cujas coordenadas geograficas sdo: Altitude: 337.0, Latitude: 20.0° 25.0" 24.4"
Longitude:51.0° 21.0" 13.1". O clima da regido segundo classificacdo de Koppen é Cwa
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(subtropical umido, seco no inverno e com chuva no verao), com temperatura média anual de
23°C.

Estacas de Alysicarpus vaginalis foram coletadas e colocadas em vasos de 4 L
contendo vermiculita e areia (1:1), contendo duas plantas por vaso. O método de estaquia
utiliza pequenos segmentos de caule, que, quando plantados, se desenvolverdo em novas
plantas. Utilizou-se AIB (acido indol-butirico) a 1% (em talco inerte) para auxiliar no
enraizamento.

Em casa de vegetacdo, com temperatura mantida entre 28°C e 31°C, sem controle de
fotoperiodo, as plantas foram inoculadas com bactérias do grupo do Rhizobium obtidos de
nddulos de plantas adultas. Apés a nodulacédo efetiva, com plantas recebendo solugdo nutritiva
sem nitrogénio, em pH proximo da neutralidade, foram estabelecidos os tratamentos tendo
como base a solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1938). Foram utilizadas concentracdes
crescentes de amonio em solucdo: 0; 5; 7,5; 15 e 30 mM, utilizando-se sulfato de amonio
como fonte para preparo da solucdo. Apds o periodo de tratamento (28 dias), os tecidos foram
separados (folhas, raizes e nddulos) foram armazenados em freezer para as analises
posteriores. Os compostos nitrogenados dos tecidos (folhas, raiz e nddulos) foram extraidos

de acordo com Bielski e Turner (1966).

Quantificacdo de compostos nitrogenados

Aminoacidos totais, aménio e ureideos (alantoina e acido alantdico) presentes nos
tecidos foram analisados de acordo com metodologia descrita por Yemm e Cocking (1955),
McCullough (1967) e Vogels e Van Der Drift (1970), respectivamente. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados foram apresentados como a
média de quatro repetiches e os tratamentos foram comparados pelo teste Tukey a 5% de

significancia pelo programa Varpc.

Resultados e Discussao
A toxidez ao NH," é variavel entre espécies de plantas, podendo ser tolerado por
algumas e ndo tolerado por outras. No entanto, mesmo espécies tolerantes podem apresentar
sintomas de toxidez, como redugdo do crescimento, sobretudo quando associado a baixa
disponibilidade de outros nutrientes. Pode-se observar tanto alteracbes no crescimento,

interferéncia na nodulacdo (positiva ou negativa) e alterac@es a nivel de metabolismo.
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Em plantas de soja recebendo amonio, concentragdes da ordem de 10 mM tem efeito
inibitorio tanto na nodulagdo quanto na fixagdo, ao passo que concentragcbes menores (entre 1-
3 mM) apresentaram efeito positivo na nodulacio e N-fixacdo (Gan et al, 2004).

Ja em plantas de Pisum sativum, em condic¢des de salinidade, foi observado maior
acumulo de biomassa quando recebendo 5 mM de nitrogénio na forma de NH;NO3;, em
relagcdo a plantas que recebiam a mesma dose de nitrogénio na forma de nitrato ou amonio
separadamente (Figueira & Caldeira, 2005). Figueira & Caldeira (2005) relata que é possivel
estabelecer simbiose efetiva em Pisum sativum sob salinidade mediante o uso de um N-
fertilizante apropriado.

No presente trabalho, quando analisa-se o efeito do amdnio sobre a capacidade de
fixacdo em A. vaginalis, pode-se observar que ndo houve alteracdo na nodulacéo, uma vez que
a massa fresca dos nodulos ndo variou significativamente (Tabela 2), mas o contetdo e

ureideos em nddulos foi afetado (Tabela 1).

Tabela 1: Quantificacdo de aminoécidos, ureideos, &cido alantdico e aménio sollvel em
tecidos de plantas de A. vaginalis submetidas a diferentes tratamentos com aménio. Dados
expressos em micromoles/gramas de massa fresca.

Aminoéacidos Ureideos Acido Alantdico NH,"
Parte Aérea
5mM NH," 13,84 NS 3,93 NS 537b 6,12 NS
7,5mM NH," 13,84 NS 4,26 NS 9,14 b 5,86 NS
15 mM NH," 13,74 NS 3,83 NS 490b 5,53 NS
30 mM NH," 11,46 NS 3,34 NS 259Db 6,63 NS
controle 10,89 NS 3,56 NS 19,88 a 1,21 NS
Raizes
5mM NH," 14,99 NS 3,06 NS 7,52 ab 6,61 NS
7,5 mM NH," 12,74 NS 2,53 NS 8,58 ab 5,42 NS
15 mM NH," 10,84 NS 2,13 NS 5,07 b 2,19 NS
30 mM NH," 14,84 NS 2,40 NS 7,14 ab 3,91 NS
controle 10,89 NS 2,98 NS 14,15 a 3,54 NS
Noédulos

5mM NH," 31,42 b 12,19 a 23,22 a 464b
7,5 mM NH," 54.96 b 12,04 a 19,25 ab 457b
15 mM NH," 49,87 b 10,39 ab 19,84 ab 3,37b
30 mM NH," 51,87 b 12,67 a 18,34 ab 3,39b
controle 160,02 a 8,79b 6,87b 23,04 a

Médias seguidas por letras diferentes para um mesmo parametro em um mesmo tecido indicam variagdo

significativa a 5% comparados pelo teste de Tukey. NS ndo significativo.

Pode-se inferir que o metabolismo de nitrogénio é afetado pela presenca de aménio

no meio, uma vez que observou-se alteragdo nos niveis de compostos nitrogenados presentes
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em nodulos e na quantidade de &cido alantdico em todos os tecidos (Tabela 2). A alteracdo na
forma de ureideo nos tecidos em funcdo da fonte de nitrogénio ja foi relatada por Camargos e
Sodek (2010) quando plantas de Calopogonium mucunoides foram submetidas a receber
nitrato, bem como o conteddo de &cido alantoico em tecidos e seiva de xilema quando plantas

noduladas receberam amonio em solugdo (Camargos, 2007).

Tabela 2. Valores em gramas de massa fresca nos diferentes tecidos (parte aérea, raizes e

nodulos) quando submetidos ao tratamento com diferentes doses de aménio.

Tratamento Parte aérea Raiz Noédulo
5mM NH," 15,82 NS 3,09B 0,32 NS
7.5 mM NH," 23,15 NS 5,52 AB 0,31 NS
15 mM NH," 25,72 NS 7,32 A 0,4 NS

30 mM NH,* 25,819 NS 6,97 A 0,34 NS

Média de quatro repetices e letras diferentes para um mesmo tecido indicam variacdo significativa a 5%
comparados pelo teste de Tukey. NS ndo significativo.

O nitrogénio presente no meio pode influenciar, além do processo de nodulacdo, a
atividade de N-fixacdo. Desta maneira, uma alteracdo na atividade (total) da fixagcdo de
nitrogénio pode estar relacionada diretamente ao grau de nodulagdo, mas, a0 mesmo tempo,
relacionada a atividade da nitrogenase independentemente de efeitos sobre o grau de
nodulacdo. Verificar alteracbes no padrdo de compostos nitrogenados translocados via xilema
€ uma maneira de avaliar a atividade assimilatéria do nédulo, pois a translocagdo de ureideos
via xilema, compostos diretamente associados com a N-fixac&o, estd intimamente relacionada
com a taxa de N-fixacéo.

Vérios sdo os trabalhos que demonstram uma relacdo estreita entre os teores de
ureideos translocados via xilema com a atividade de N-fixacdo (Atkins et al, 1980; Pate et al,
1980; Atkins et al., 1983; Drevon et al, 1988; Schubert, 1986; Streeter, 1988; Dakora et al,
1992; Bacanamwo e Harper, 1997; Bacanawmo e Purcell, 1999; Leidi e Rodriguez-Navarro,
2000; Amarante e Sodek, 2006) e que, consequentemente, os ureideos do xilema podem ser
usados como indicadores desta atividade (Herridge e Rose, 2000; Herridge et al, 2005). Nas
leguminosas como soja (Puiatti, 1997; Amarante e Sodek, 2006) e outras leguminosas, como
Vigna (Pate et al, 1980) e Arachis (Peoples et al, 1991), o nitrato leva a uma grande reducéo
nos teores de ureideos no xilema, reflexo da inibicdo da fixacdo de N provocada pelo nitrato,
enquanto ocorre aumento de NO3™ nos exsudatos do xilema (Puiatti, 1997).

Em Alysicarpus vaginalis, a fonte de nitrogénio mostrou influenciar o crescimento

radicular das plantas, uma vez que plantas que receberam maiores quantidades de amonio
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(NH,;" 15 mM e NH," 30 mM) apresentaram maior massa fresca deste tecido, diferindo-se dos
demais tratamentos (Tabela 2).

Considerando-se que em solos onde ha alta acidez, como é o caso de solos de
cerrado, a forma mineral de nitrogénio mais comum no solo é na forma de aménio, a resposta
de crescimento ao tratamento com amdnio pode indicar uma adaptabilidade para metabolizar
esta forma de nitrogénio mineral. Ainda neste sentido, o fato de que a nodulagéo foi mantida,
em todos os tratamentos, indica que, potencialmente, a espécie apresenta tolerancia do sistema
de fixacdo a presenca de amonio; no entanto, estudos acerca da translocacdo de ureideos em
seiva de xilema e a atividade da enzima nitrogenase, responsavel pela fixacdo de N, em

nddulos, precisam ser conduzidos a fim de corroborar esta hipdtese.

Conclusdes
A nodulacdo em Alysicarpus vaginalis ndo é afetada pelo aumento na concentracao
de amonio no meio;
Ha variacdo nos niveis de aminoacidos, ureideos e amonio solivel em nddulos de
Alysicarpus vaginalis na presenca de amonio;
O contetdo de &cido alantéico em tecidos (folhas, raizes e nédulos) é influenciado

pela variacdo na concentracdo de aménio fornecido a planta.
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