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Resumo

Em Calopogonium mucunoides, o metabolismo de nitrogénio foi significativamente alterado entre os
diferentes estagios de desenvolvimento das plantas. Ao longo do ciclo de vida, mesmo na presenga de nitrato,
a planta manteve-se nodulada e altas concentragdes de ureideos foram identificadas nos tecidos e seiva de
xilema, evidéncia de que a espécie ¢ tolerante ao nitrato e que este ndo afeta a fixa¢ao de nitrogénio ao longo do
desenvolvimento. A redugdo bioquimica de nitrato apresenta alteragdes ao longo do ciclo de vida, com mudanga
no sitio de redug@o junto com mudangas na concentrag@o de aminoacidos soluveis totais. No entanto, a atividade
de nitrato redutase constitutiva em nédulos desaparece com a exposi¢ao ao nitrato.

Palavras-chave: Leguminosa; Ureideos; Nodulacao

Abstract

Nitrate influences the metabolism of nitrogenous compounds in calopo (Calopogonium mucunoides)
throughout the life cycle. In Calopogonium mucunoides, nitrogen metabolism was significantly altered between
the various plant development stages. Throughout the life cycle, even in the presence of nitrate, the plant kept
itself nodulated and high ureide concentrations were identified in xylem tissues and sap, evidencing that the
species is tolerant to nitrate and that this does not affect nitrogen fixation over development. Nitrate biochemical
reduction presents alterations throughout the life cycle, with change in the reduction site along with changes in
total soluble amino acid concentrations. However, constitutive reductase nitrate activity in nodules disappears
with the exposition to nitrate.
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Introducao

O nitrogénio (N) € o quarto elemento mais requerido
para o crescimento e desenvolvimento das plantas, pois
ele ¢ componente estrutural de moléculas fundamentais
como aminoacidos, bases nitrogenadas, fitormonios e
clorofila. Embora o nitrogénio molecular (N,) seja o gas
mais abundante da atmosfera, os organismos eucariontes
ndo possuem mecanismos para utilizagdo dessa forma
de N, pois 0o N, ¢ uma molecula altamente estavel.
Sendo assim, o crescimento ¢ desenvolvimento vegetal
podem ser limitados pela reduzida disponibilidade deste
elemento nos solos (KAMBATUKU et al., 2013).

O N, s6 pode ser utilizado por organismos
procariontes. Alguns destes organismos (Rhizobium) tém
a capacidade de associarem-se as raizes de leguminosas,
formando nodulos fixadores de N, (LING et al., 2013).
Entretanto, o nddulo entra em processo de senescéncia
na presenca de nitrato (NO,), uma vez que a planta passa
a absorver preferencialmente este nutriente do solo. O
NO, absorvido pelas raizes € reduzido a amonia (NH,)
a partir da atividade das enzimas nitrato redutase (NR) e
nitrito redutase (NiR) e, posteriormente, incorporado em
compostos organicos pela via GS/GOGAT (MOKHELE
et al., 2012). Plantas de climas tropicais fixando N,
tendem a sintetizar e transportar ureideos, mas como
o NO, € um potente inibidor da fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN), em plantas noduladas, sua influencia
sobre esse ultimo processo pode ser aferida pelo nivel de
ureideos transportados pelo xilema, 6timos indicadores
da FBN (LEIDI; RODRIGUEZ-NAVARRO, 2000;
AMARANTE; SODEK, 2006; CAMARGOS; SODEK,
2010).

De acordo com revisdo realizada por Liu et al.
(2011), a presenga de N mineral na rizosfera reduz a
nodula¢do, o estabelecimento do nodulo ¢ a atividade
da enzima nitrogenase. Os danos ao aparato de
fixagdo dependem da concentragdo de N no solo e,
aparentemente, concentragdes menores do que 2 mM
de N combinado parecem ndo prejudicar as taxas de
FBN. Entretanto, niveis superiores a 2 mM podem
causar prejuizos a simbiose ou a FBN. A capacidade
de fixar N, na presenca de altas doses de NO,” ¢ uma
importante caracteristica e foi descrita para a espécie
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Calopogonium mucunoides (CAMARGOS; SODEK,
2010). Calopogonium mucunoides ¢ uma leguminosa
tipica de cerrado, utilizada como adubo verde e
forrageira e que, apresenta alta capacidade de fixacdo
de N, (CAMARGOS; SODEK, 2010). Além disso,
apresenta facil adaptagdo a solos de baixo pH e pouco
férteis, com altos niveis de aluminio téxico (MEDA;
FURLANI, 2005).

Como a absor¢do e assimilagdo de N e o acumulo
de compostos nitrogenados nos tecidos vegetais sdo
fortemente regulados pela fonte e disponibilidade
desse nutriente no solo (WILLIAMS; MILLER, 2001),
o presente trabalho teve como objetivo caracterizar o
efeito do NO, sobre a nodulag¢do e manutengdo da FBN,
bem como identificar possiveis alteragdes do sitio de
reducdo de NO, e sua relagdo com os niveis endogenos
de compostos nitrogenados em trés estagios diferentes
do ciclo de vida de C. mucunoides.

Material e Métodos

As sementes de C. mucunoides foram germinadas
em papel filtro, e as plantulas foram transferidas para
vasos com capacidade de 4 L contendo vermiculita,
sendo que cada vaso recebeu apenas uma planta.
As plantas foram inoculadas com uma suspensdo de
nodulos retirados da mesma espécie, e tratadas com
solugdo nutritiva de Hoagland modificada sem N
(HOAGLAND; ARNON, 1938) para estabelecimento
da simbiose, com aplicagdes de 100 mL, duas vezes por
semana, e regadas diariamente. Assim, 20 dias apds a
inoculacdo foram estabelecidos dois tratamentos: plantas
recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio (sem N)
e plantas recebendo solugdo nutritiva suplementada
com nitrogénio (NO,” 15 mM). Foram utilizadas trés
repetigdes para cada estagio analisado, sendo coletadas
trés plantas de cada tratamento (com e sem nitrogénio).
As plantas foram coletadas nos seguintes intervalos:
estagio vegetativo [145 dias apds tratamento (E1),
estagio reprodutivo (160 a 70 dias apds tratamento (E2),
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estagio de frutificacdo/formacgao de sementes — 90 dias
apos tratamento (E3). As folhas, raizes e nédulos foram
coletados em nitrogénio liquido e estocados a -80°C para
analises de quantificagdo de compostos nitrogenados.

Extracao de compostos nitrogenados

Através do método descrito em Bieleski e Turner
(1966) os compostos nitrogenados foram extraidos para
as analises de compostos soluveis. Para 0,5 g de material
fresco, acrescentou-se 5 mL de MCW (60% metanol,
25% cloroférmio, 15% de agua; v/v/v). O material foi
triturado com auxilio de um almofariz de porcelana e em
seguida centrifugado. Apos a centrifugagdo, acrescentou-
se 1 mL de cloroformio + 1,5 mL de 4gua, para cada
4 mL de sobrenadante. Aguardou-se a separagdo de
fases e utilizou-se a fase hidrossoluvel para analise de
compostos nitrogenados: aminoacidos totais, ureideos
(alantoina e acido alantoico) e nitrato.

O precipitado foi ressuspendido em solugdo NaOH
0,1 M, a uma relagdo de 10 mL de solugdo para cada
grama de amostra (tecido fresco); apds homogeneizacao,
a amostra foi centrifugada e o sobrenadante utilizado
para quantificagdo de proteinas.

Quantificagao de compostos nitrogenados

O conteado de aminoacidos, nitrato, ureideos
(alantoina e acido alantoico) e proteina total foram
quantificados segundo a metodologia descrita em Yemm
e Cocking (1955), Cataldo et al. (1975), Vogels ¢ Van
der Drift (1970) e Bradford (1976), respectivamente.

Analise da atividade enzimatica

A atividade, in vivo, da nitrato redutase (NR)
foi realizada conforme o método descrito por Radin
(1973). Os tecidos coletados foram infiltrados a vacuo
em uma solu¢do de tampao fosfato 0,1 M, contendo
100 mM de nitrato, em pH 7,5. O ensaio foi incubado
no escuro por uma hora e apds, o contetido de nitrito foi
quantificado utilizando-se sulfanilamida 1% em HCl e
naftiletilenodiamina 0,02%.
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Delineamento experimental e analise

estatistica

O delineamento experimental foi organizado em
esquema fatorial inteiramente casualizado 2 x 3 (presenga
e auséncia de nitrato x 3 estagios de desenvolvimento)
com trés repeticdes por tratamento, sendo que uma
planta por vaso foi considerada para cada parcela. Os
dados foram submetidos & andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o software SISVAR®.

Resultados

Efeito do nitrato sobre atividade da
enzima nitrato redutase (E.C. 1.6.6.1)
e teor de nitrato livre em diferentes
estagios fenolégicos

Folhas: a atividade da enzima nitrato redutase foi
afetada ao longo dos estagios fenoldgicos no tratamento
suplementado com nitrato enquanto que no tratamento
nao suplementado por nitrato ndo houve variagdes na
atividade dessa enzima; a suplementagdo de nitrato
na solug@o nutritiva apenas influenciou positivamente
a atividade de nitrato redutase durante o crescimento
vegetativo (E1) (Tabela 1). O teor de nitrato foi menor
em plantas ndo suplementadas com nitrato (Tabela 1).

Raizes: a atividade da enzima nitrato redutase
diminuiu ao longo dos estagios fenoldgicos no
tratamento suplementado com nitrato enquanto que no
tratamento ndo suplementado por nitrato ndo houve
varia¢des na atividade dessa enzima. A suplementacao
com nitrato na solucdo nutritiva apenas influenciou
a atividade da nitrato redutase durante o crescimento
vegetativo (E1) (Tabela 2). O teor de nitrato aumentou ao
longo dos estagios fenoldgicos em ambos os tratamentos
(Tabela 2).

A suplementacdo com nitrato na solu¢ao nutritiva
apenas influenciou a atividade da nitrato redutase durante
o crescimento vegetativo (E1) (Tabela 2).
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TABELA 1: Atividade da enzima redutase do nitrato (NR), concentragdo de nitrato, aminoacidos totais, proteinas soluveis
totais, ureideos totais, alantoina e acido alantoico em folhas de Calopogonium mucunoides em diferentes estagios
de desenvolvimento: estagio vegetativo (E1), de florescimento (E2) e de frutificagdo (E3). Tratamentos com
nitrato (+) e sem nitrato (-). Dados expressos em pmolar de nitrito/ gMFh para NR; mg/gMF para proteinas; e
pmoles/gMF para nitrato, aminoacidos, ureideos, alantoina e acido alantoico. Letras maiusculas comparam os
estagios de desenvolvimento da planta, enquanto que letras minisculas comparam condi¢ao de nitrato (+) ou
(-) dentro de cada estagio.

FOLHA
Estagio
El E2 E3
NR + 976,80 Aa 376,33 Ba 473,00 Ba
- 150,00 Ab 308,61 Aa 389,80 Aa
Nitrato + 57,94 Aa 40,0 Ba 43,00 Aba
- 5,98 Ab 3,85 Ab 4,35 Ab
Aminodcidos + 0,46 Aa 1,28 Aa 0,70 Aa
- 1,08 Aa 0,88 Aa 0,81 Aa
Proteinas + 0,10 Aa 0,12 Aa 0,29 Aa
- 0,14 Aa 0,13 Aa 0,17 Aa
Ureideos + 15,92 Aa 22,91 Aa 12,62 Aa
- 24,12 Aa 14,16 ABb 10,72 Ba
Alantoina + 8,70 Aa 11,54 Aa 7,78 Aa
- 12,41 Aa 8,06 Aa 9,05 Aa
o . + 7,22 ABa 11,36 Aa 4,28 Ba
Acido Alantoico - 11,71 Aa 6,10 ABb 1,67 Ba

* Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2: Atividade da enzima redutase do nitrato (NR), concentra¢do de nitrato, aminoacidos soliiveis totais, proteinas

totais, ureideos totais, alantoina e acido alantoico em raizes de Calopogonium mucunoides em diferentes
estagios de desenvolvimento: estagio vegetativo (E1), de florescimento (E2) e de frutificagdo (E3). Tratamento
com nitrato (+) e sem nitrato (-). Dados expressos em pmol de nitrito/g/h para NR; mg/g MF para proteinas; e
pmol/g MF para nitrato, aminoacidos soluveis totais, ureideos, alantoina e acido alantoico. Letras maitisculas
comparam as médias entre os estagios de desenvolvimento da planta, enquanto que letras mintisculas comparam
as médias entre os tratamentos com nitrato (+) ou sem nitrato (-) dentro de cada estagio de desenvolvimento.

RAIZ
Estagio
El E2 E3
\R + 22521 Aa 111,27 Ba 87,45 Ba
- 54,40 Ab 48,16 Aa 54,00 Aa
Nitrato ¥ 2,76 Ba 2,61 Ba 1258 Aa
- 1.79 Ba 1.67 Ba 8,29 Ab
Aminodcidos + 0,53 Aa 0,65 Aa 115 Aa
- 0,80 Aa 0,15 Aa 0.22 Ab
Proteinas + 0,11 Aa 0,05 Aa 0,04 Aa
- 0,03 Aa 0,04 Aa 0,10 Aa
Ureideos T TT.47Bb 17,16 ABb 19,75 Aa
- 19.73 Aa 2237 Aa 2345 Aa
Alantoina + 6,83 Ba 12.49 Ab 132 Aa
- 10,60 Ba 17,09 Aa 15,75 Aa
. . + 4,63 Ab 4,68 Aa 6,55 Aa
Acido Alantoico - 9,12 Aa 527 Aa 7,70 Aa

* Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Nitrato e metabolismo de nitrogénio em Calopogonium mucunoides

Nodulos: a atividade de NR foi maior no estagio
E3 que nos estagios E1 e E2 em ambos os tratamentos
e apresentou diferenga entre os tratamentos apenas no
estagio E3.

Efeito do nitrato sobre a concentragao
de
diferentes estagios fenolégicos

compostos nitrogenados em

Folhas: variagdes ao longo do ciclo de vida foram
observadas apenas no teor de ureideos totais e acido
alantoico; enquanto que em relagdo aos tratamentos com
e sem nitrato o teor de ureideos totais e acido alantoico
foi maior no que recebeu nitrato, enquanto que o teor de

5

aminodacidos, proteinas e alantoina nao foram afetados
pela suplementagdo com nitrato (Tabela 1).

Raizes: variagdes ao longo do ciclo de vida foram
observadas no teor de ureideos totais e alantoina em
ambos os tratamentos; ja o teor de aminoacidos, ureideos
totais e acido alantoico variaram em funcao da fonte de
nitrogénio em diferentes estagios de desenvolvimento
(Tabela 2).

Noédulos: todos os compostos nitrogenados avaliados
variaram em fun¢ao do estagio de desenvolvimento; ja
variagdes em fungdo da fonte de nitrogénio utilizada
foram observadas apenas nos teores de aminoacidos e
proteinas nos estagios E1 e E3 (Tabela 3).

TABELA 3: Atividade da enzima redutase do nitrato (NR), concentragdo de nitrato, aminoacidos soliveis totais, proteinas
totais, ureideos totais, alantoina, acido alantoico e massa fresca em nodulos de Calopogonium mucunoides em
diferentes estagios de desenvolvimento: estagio vegetativo (E1), de florescimento (E2) e de frutificagdo (E3).
Tratamento com nitrato (+) e sem nitrato (-). Dados expressos em pmol de nitrito/g/h /g/h para NR; mg/g MF
para proteinas; g/MF para massa fresca de nodulos; e pmol/g MF para nitrato, aminoacidos solveis totais,
ureideos, alantoina e acido alantoico. Letras maitisculas comparam as médias entre os tratamentos com nitrato
(+) ou sem nitrato (-) dentro de cada estagio de desenvolvimento.

NODULO
Estagio
E1l E2 E3
NR + 0,00 Ba 3,58 Ba 110,43 Aa
- 0,00 Ba 18,59 ABa 59,08 Ab
Nitrato + 9,55 Ba 22,13 Aa 11,40 Ba
- 5,06 Aa 6,30 Ab 7,75 Aa
Aminoscidos + 3,43 Aa 1,64 Ba 1,81 Ba
- 1,42 Ab 1,52 Aa 1,44 Aa
Proteinas + 0,22 Ba 0,32 Aa 0,26 Ab
- 0,14 Bb 0,26 Aa 0,33 Aa
Ureideos + 71,59 Aa 47,59 Ba 51,37 Ba
- 7534 Aa 50.68 Ba 60,00 Ba
Alantoina + 26,31 Aa 28,81 Aa 29,62 Aa
- 31,31 ABa 27,30 Ba 35,38 Aa
L . + 4537 Aa 18.75 Ba 21,66 Ba
Acido Alantoico ; 44,03 Aa 23,38 Ba 24,62 Ba
Massa fresca + 1,30 Ab 1,71 Aa 1,20 Ab
- 243 Aa 2.03 Aa 222 Aa

* Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.
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Discussao

A redugdo de nitrato a amodnia é um processo
que envolve intenso gasto energético, sendo integrado
ao fluxo de carbono assimilado pela fotossintese,
garantindo a manuten¢do de um crescimento 6timo
(REDA, 2013). Os sitios mais adaptados a reducéo de
nitrato sdo os tecidos fotossintetizantes (WALLACE,
1986). O nitrato ¢ entdo reduzido a nitrito com gasto
de dois elétrons e transferido ao cloroplasto onde ¢
reduzido a amoénia com gasto de seis elétrons. Os
elétrons utilizados na reducdo de nitrato no citosol
podem ser supridos pelo malato/oxaloacetato, tendo
sido este mecanismo observado em Chlamydomonas
reinhardii (QUESADA et al., 2000). A reducdo de
nitrato em tecidos ndo-fotossintetizantes tem sido
amplamente reportada na literatura (ROBIN et al.,
1979; OLIVER etal., 1983; WALLACE, 1986; CABA
et al., 1995; PIWPUAN et al., 2013), entretanto,
ainda ndo esta claro como o nitrato ¢ reduzido em
tecidos nao-fotossintetizantes dada a demanda de
elétrons para a fosforilagdo oxidativa. Possivelmente,
os niveis de compostos nitrogenados podem modular
a atividade da enzima redutase do nitrato (NR) ¢ a
variacdo durante o ciclo de vida das plantas pode
auxiliar no entendimento sobre a reducdo de nitrato
em tecidos ndo-fotossintetizantes. Esta enzima ¢
tipicamente induzida pelo substrato (DIAS et al.,
2011) e quando sua atividade foi verificada em plantas
que ndo receberam nitrato como fonte de nitrogénio,
foi sugerida a presen¢a de uma isoforma constitutiva
da enzima (ANDREWS et al., 1990). Por outro lado,
plantas que foram tratadas com solugdo nutritiva
contendo nitrato (NO,” 15 mM), o aumento da atividade
da enzima nitrato redutase foi correlacionado com a
absor¢do ¢ o transporte de nitrato pela planta, o que
aumentou a sua redugdo e incorporagao no organismo
(CAMARGOS; SODEK, 2010).

Os dados obtidos neste trabalho evidenciaram a
modulacao da atividade da enzima NR em func¢do da
presenca do nitrato no meio. A analise dos resultados
apontou para uma redugéo de nitrato preferencialmente na
parte aérea. A participacao efetiva das folhas na reducgio
do nitrato em C. mucunoides foi evidente em todos os
estagios de crescimento avaliados. Assim, de acordo com

Iii‘\ J

'doc.com and hit

o presente estudo, a atividade da NR foi induzida pelo
substrato, como verificado em outras plantas recebendo
nitrato como fonte de nitrogénio (TISCHNER, 2000;
PIWPUAN et al., 2013). A preferéncia da espécie em
reduzir nitrato na parte aérea foi verificada, inclusive em
plantas que nao foram tratadas com nitrato, indicando,
portanto, existéncia de atividade de uma isoforma
constitutiva de NR (ANDREWS et al., 1990).

Em estagio vegetativo, as folhas foram o sitio
preferencial de reducdo de nitrato, o que ja foi observado
em C. mucunoides por Camargos e Sodek (2010). Este
resultado ja foi reportado para outras espécies tropicais,
como Canavalia ensiformes, em que, durante o estagio
vegetativo, o nitrato ¢ reduzido preferencialmente
em folhas (CAMARGOS et al., 2006). Entretanto,
em Arabdopsis thaliana, a atividade de NR mostra-
se incrementada em raiz durante a fase inicial de
desenvolvimento, alterando-se ao longo do ciclo de
vida, sendo esta resposta acompanhada inversamente
pelo incremento de glutamato livre (FORDE; WALCH-
LIU, 2009), ja em plantulas de Juglans nigra (espécie
de arborea), o nitrato é transportado a parte aérea, via
xilema, sendo as folhas o principal 6rgdo responsavel
pela redugdo do nitrato (NICODEMUS et al., 2008).

No estagio reprodutivo, a atividade de NR foliar
continuou sendo o principal sitio de redugdo do nitrato.
Entretanto, a atividade ndo foi diferente daquela
verificada em plantas que ndo receberam nitrato.

Foi observado que, no estagio reprodutivo, a
reducdo da atividade de NR em folhas, foi acompanhada
por um alto nivel de ureideos, em plantas tratadas com
nitrato. Da mesma forma, as raizes apresentaram uma
redugdo na atividade desta enzima nessa fase e um
aumento substancial dos teores de ureideos. Em nddulos
o oposto foi observado, pois o aumento da atividade
de NR foi acompanhado pela reducdo dos teores de
ureideos. Assim, ao avaliar o acimulo de ureideos
totais em tecidos ao longo do ciclo de vida, verificou-se
a redugdo nos niveis endogenos de ureideos presentes
nos tecidos durante a fase reprodutiva, com excegdo
de raizes, onde os niveis de ureideos foram maiores no
estagio de frutificacdo. Quiles et al. (2009) observaram,
em feijao (Phaseolus vulgaris), que os niveis de ureideos
totais variaram ao longo desenvolvimento das plantulas,
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onde no inicio da germinagdo os niveis de ureideos
foram encontrados principalmente em cotilédones,
e ap6s o desenvolvimento da radicula, os teores de
ureideos distribuiram-se igualmente nos cotilédones e
eixo embrionario.

Outro ponto a ser mais explorado € a influéncia da
forma de ureideo presente no tecido ou exportado via
xilema. Ao longo do ciclo de vida da planta observou-se
que ocorreu alteracdo na forma de ureideo especialmente
nos tecidos de nddulos, onde na fase vegetativa verificou-
se presenca predominante de 4cido alantoico enquanto na
fase de frutificag@o alantoina foi a forma predominante.
Hussain et al. (1992) observaram que em soja, a
aplicac@o de nitrogénio reduziu os teores de alantoina
no caule e na raiz, no entanto em C. mucunoides, este
efeito ndo ocorreu, configurando uma forte evidencia
da capacidade da planta em fixar nitrogénio mesmo na
presenca de nitrato.

A partir dos resultados foi possivel concluir que
a reducdo do nitrato em plantas de Calopogonium
mucunoides noduladas pode ser influenciada pela
alteracdo fonte-dreno durante o desenvolvimento.
Inicialmente, os nodulos, drenos fortes, apresentaram
maior acimulo de aminodacidos ¢ atividade residual da
enzima nitrato redutase; e no estagio reprodutivo, quando
os frutos passaram a atuar como drenos, a atividade
da NR dos nodulos aumentou, significativamente, um
mecanismo para atender a demanda de compostos
nitrogenados, o que foi acompanhado pela redugao
dos teores de aminoacidos e ureideos nestes o6rgaos. A
relacdo parece ser bastante forte, pois mesmo em noédulos
de plantas que ndo receberam nitrato, a atividade da
enzima nitrato redutase aumentou e foi, novamente,
acompanhada da diminuigao dos teores de aminoacidos e
ureideos. Plantas de C. mucunoides parecem potencializar
a utilizacdo do N mineral mesmo nos nodulos, sitio da
reducdo do N,. O estudo da composi¢do de aminoacidos
livres torna-se importante para a compreensao dos
mecanismos de regulagdo da atividade da NR durante
o crescimento ¢ o desenvolvimento desta espécie, sem
que ocorra a inibi¢ao da atividade de fixacao biologica
de nitrogénio.
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