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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diversas proporções de NO/NH/ (O/O,
8/0, 6/2, 4/4,2/6 e 0/8 em mM) no teor de N, no teor de proteína solúvel e na atividade da redutase do
nitrato (RN, E.C.1.6.6.1), glutamina sintetase (GS, E.C. 6.3.1.2), e glutamato sintase (Fd-GOGAT; E.C.
1.4.1.7 e NADH-GOGAT; E.C.1.4.1.14) em raizes e folhas de plantas jovens de seringueira. O experi-
mento foi conduzido em sala de crescimento por um período de 120 dias em vasos plásticos contendo
4 L de areia lavada como substrato. A solução de Bolle-Jones (1957), pH 6, preparada para fornecer as
diversas proporções de N03'/NH/, foi renovada a cada 7 dias. A aplicação de N. independentemente da
proporção de NO/NH 4+' aumentou significativamente o teor de N nas folhas, caules e raizes. A atividade
da GOGAT nas raizes e caules, e da GS nas folhas das plantas tratadas exclusivamente com N03' ou
NH/ não diferiram entre si, mas foram significativamente mais altas que nas plantas não tratadas com
N. Nas raizes, as atividades da RN e da GS foram mais elevadas nas plantas tratadas exclusivamente
com N03', e diminuíram significativamente quando o NH/ foi adicionado à solução nutritiva. Não foi
possível detectar atividade da RN nas folhas das plantas utilizadas neste experimento, o que sugere que
em plantas jovens de seringueira, a redução de N03' e a assimilação primaria de NH/ acontecem
somente nas raizes. Como não existe redução de nitrato nas folhas, sugere-se que o principal papel
das altas atividades da GS e GOGAT observadas neste tecido seja o de reassimilar o NH/ liberado no
processo fotorespiratório.

Termos adicionais para indexàçâo: glutamato sintase, glutamina sintetase, Hevea brasiliensis, redutase
do nitrato, relação N03·/NH/.

NITROGEN ASSIMILATING ENZYMES IN YOUNG RUBBER TREES (HEVEA
BRASILlENSIS MUELL. ARG.) GROWN WITH DIFFERENT RATIOS OF NITRATE

AND AMMONIUM

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the effect of different ratios of NO/NH/ (0/
O, 8/0, 6/2, 4/4, 2/6 and 0/8 in mM) on the concentration of total N and soluble protein, and on the
activities of nitrate reductase (RN, E.C. 1 .6.6.1), glutamine synthetase(GS, E.C. 6.3.1.2) and glutamate
synthase (Fd-GOGAT, E.C. 1.4.1.7 and NADH-GOGAT, E.C. 1.4.1.14) in roots and leaves of young
rubber trees. The experiment was carried out under controlled environmental conditions for 120 days, in
plastic pots with 4 L of washed sand. The Bolle-Jones (1957) nutrient solution, pH 6, prepared to give the
desired N03'/NH/ ratios was renewed every 7 days. N application, independently of the NO '/NH + ratio,
significantly increased total N concentration in leaves, stems and roots. The activities of GOGAT in
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leaves and roots and of GS in leaves did not differ among
themselves in plants treated exclusively with either NO

J
'

or NH +,but showed values significantly higherthan those
plants

4
not treated with N.ln the roots, the activities of NR

and GS were higher in plants treated exclusively with
NO . and significantly decreased when NH4 +was added
to t~e nutrient solution. It was not possible to detect NR
activity in leaves of the plants used in this experiment, an
observation suggesting that, in young rubber trees, NO

J
-

reduction and primary NH/ assimilation take place only
in the roots. Because NOJ· reduction was absent in the
leaves, we hypothesize that the main role for the high
GS and GOGAT activities found in the leaves is to
reassimilate NH4+ released during photorespiration.

Additional index terms: glutamate synthase, glutamine
synthetase, Hevea brasiliensis nitrate reductase, NO/
NH/ ratio.

INTRODUÇÃO

Em plantas superiores a assimilação de nitrogênio
(N) é o segundo maior processo metabólico, sendo su-
perado apenas pela fixação fotossintética do CO

2
• As

plantas absorvem o N do solo principalmente nas for-
mas de nitrato e amônio, disponíveis a partir da
mineralização da matéria orgânica ou pela aplicação de
fertilizantes químicos. Em cultivos comerciais, após a
melhoria das qualidades químicas e microbiologicas do
solo obtidas por meio de calagem e de adubações cor-
retivas, o nitrato é a principal forma de N disponível para
as plantas. Entretanto, em áreas onde o pH é natural-
mente baixo ou não foi devidamente corrigido pela prática
da calagem, a atividade microbiana é baixa, impedindo
a conversão do amônio em nitrato. Nessas condições,
os fertilizantes nitrogenados aplicados na forma de ureia
- principal fonte de N nos fertilizantes comerciais brasi-
leiros - não são transformados em nitratos,
permanecendo no perfil do solo como amônio (Coelho
et aI., 1991). Com a notável exceção da cultura do arroz
irr,"""'do e outras poucas espécies vegetais, a maioria
dó,,,-;_Jiantaspreferencialmente absorve o N na forma de
nitrato, sendo que a forma amoniacal tem efeito tóxico
para as células. Entretanto, apesar de a maioria das es-
pécies vegetais não ser capaz de se desenvolver
adequadamente tendo o amônia como única fonte de N,
já foi observado inúmeras vezes que o crescimento ve-
getal pode ser beneficiado quando as plantas são
fertilizadas com uma fonte contendo nitrato e arnônio.

Uma vez absorvido pela célula, o nitrato é reduzido a
nitrito pela redutase do nitrato (RN) e, em seguida, a
amônio, pela redutase do nitrito (RNI). Esse amônio é
imediatamente assimilado por meio da ação conjunta
das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT). Os processos de redução e assimila-
ção de N podem ocorrer nas folhas e/ou raizes, de
maneira simultânea ou não entre esses órgãos, de acor-
do com a espécie (Pate, 1980) e com as condições
ambientais (Costa, 1986). Além disso, a forma como o
N é fornecido à planta pode promover alterações nos
sítios de redução e assimilação do mesmo. Estudos re-

alizados por Delú Filho et aI. (1998) mostraram que ~ife-
rente do observado para a maioria das plantas anuais, a
redução do nãrato em plantas jovens de seringueira acon-
tece principalmente nas raizes, enquanto a atividade das
enzimas de assimilação de amônio é consideravelmente
mais alta nas tolhas.

Quando o N na forma de nitrato é adicionado ao meio
de cultivo, a atividade da RN (Oaks, 1992; Aslam e Oaks,
1976) e a quantidade da proteina-RN (Somers et el.,
1983) são aumentadas em diferentes tecidos das folhas
e raízes, embora Srivastava (1980) afirme que o efeito
da forma de aplicação do N (nitrato ou amônio) na ativi-
dade da RN depende da espécie e do genótipo.

Na folhas, a atividade das isoformas biossintéticas
da glutamina sintetase (GS2) e da glutamato sintase
{ferredoxina-GOGAD são fortemente reguladas pela luz
(Hirel & Gadal, 1980) e por N (Santos & Salema, 1992),
embora o fornecimento diferencial de nitrato e amônio
às plantas tenha revelado efeitos controvertidos, poden-
do ser negativo, positivo ou nulo (Miflin & Lea, 1977;
Mack, 1995). Nas raízes, vários autores (Sakakibara et
ai., 1992; Redinbaugh & Campbell, 1993) têm sugerido
que o N é o principal fator regulatório da atividade des-
sas enzimas.° conhecimento das formas de absorção, assimila-
ção e transporte do nitrogênio em plantas de seringueira
é importante na avaliação do comportamento fisiológi-
co dessa espécie nos diferentes estádios de
desenvolvimento das plantas, desde a germinação até
a produção de látex, nas diferentes condições climáti-
cas estacionais e edáficas das regiões com potencial
para o desenvolvimento da heveicultura brasileira. Ao
contrário do observado para as espécies anuais comer-
cialmente importantes, relativamente poucos trabalhos
tem sido conduzidos visando aumentar os conhecimen-
tos sobre o metabolismo do N em espécies arbóreas
tropicais (Stewart et aI., 1992), incluindo a seringueira.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar, sob
condições controladas, o efeito do fornecimento de di-
ferentes proporções de nitrato e amônia sobre
concentração de N, de proteína solúvel e, a atividade da
RN, GS e GOGAT nas raízes e folhas de plantas jovens
de seringueira.

MATERIAL E MÉTODOS
Produção das plantas jovens de seringueira e condições
de crescimento

Este estudo foi conduzido em sala de crescimento,
com temperatura de 28±3°C e umidade relativa de
60-80%, fotoperíodo de 12 horas e densidade de fluxo
de fótons (DFF) de 300 urnol m-2 s', determinada no
dossel das plantas, no período compreendido entre 08/
04195 a 08/08/95.

As plantas de seringueira utilizadas nesse trabalho
foram obtidas a partir de sementes ilegítimas proveni-
entes de um plantio policlonal com idade aproximada de
38 anos, localizado na Fazenda Água Milagrosa, Tabapoã,
São Paulo, formado por 37% de pés-franco e o restante
por uma mistura de clones. As sementes foram coletadas
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em março de 1995, germinadas em canteiros de areia
previamente lavadas com água potável e posteriormen-
te com água deionizada e protegidas com sombrite contra
a radiação solar direta (50% de sombra) mantido a 30
cm de altura. Durante o período de germinação os can-
teiros foram irrigados 3 vezes ao dia até a capacidade
de campo. Ao atingirem o estádio de "pata de aranha"
(aproximadamente 25 dias após a germinação) as
plântulas foram selecionadas de acordo com a uniformi-
dade das raízes e, conjuntos de três plântulas foram
transferidos para vasos plásticos contendo 4 L de areia
como substrato de cultivo. Essa areia foi previamente
lavada com água potável e água deionizada e sua análi-
se química pelo método de semi-Kjeldahl (Bataglia et
ai., 1983), usando 1 N de KCI como solução extratora,
mostrou que não havia nenhum traço de N disponível
após a lavagem da mesma.

Após transferência para os vasos, as plantas foram
irrigadas com a solução nutritiva de Bolle-Jones (1957),
com pH ajustado para 6, e preparada para fornecer 8
mM de N total (Delú Filho et ai., 1994) com as seguintes"---'
relações N03"/NH4 +: 8/0; 6/2; 4/4; 2/6 e 0/8. Adicional-
mente, incluíu-se um tratamento controle sem N (O/O).A
irrigação dos vasos com a solução nutritiva foi realizada
utilizando-se o seguinte esquema: no primeiro dia, logo
após a transferência das plantas para os vasos, cada
vaso foi irrigado com 1400 mL da solução, sendo que
aproximadamente 1000 mL ficaram retidos no substrato
e 400 mL foram coletados em pratos colocados sob cada
vaso. Na manhã do dia seguinte, esses 400 mL de solu-
ção de cada prato foram retornados para o vaso, sendo
o excesso não retido no substrato novamente coletado
nos pratos. Na manhã do terceiro dia, esse excesso de
solução nutritiva coletado de cada vaso foi completado
com água destilada até 400 mL e novamente aplicado
ao substrato do vaso. Esse esquema foi repetido até o
sexto dia. No sétimo dia, cada vaso foi lavado com 3
volumes de água destilada e o esquema de aplicação
da solução nutritiva de Bolle-Jones (1957) repetido até
o termino do experimento.

Cada tratamento foi repetido 5 vezes e os vasos fo-
'--' rarn distribuídos ao acaso dentro da sala de crescimento.

A analise da variãncia dos resultados obtidos foi calcu-
lada com a utilização do programa MSTAC e as médias
foram comparadas pelo teste de LSD para p < 0,05.

Determinação da atividade da redutase do nitrato

A atividade in vivo da redutase do nitrato (RN; E.C.
1.0.0.1) em folhas e raízes foi determinada de acordo
com o protocolo descrito por Delú-Filho et ai. (1998).

Extração e determinação da atividade da GS e da
GOGAT

Para extração da glutamina sintetase (GS; E_C.
6.3.1.2) e da glutamato sintase (GOGAT; E.C. 1.4.1.7)
das folhas e raízes das plantas de seringueira, utilizou-se
tampão fosfato de potássio, pH 7,5, contendo 2 mM de
ditiotreitol (DTT), 1 mM de fenilmetilsulfonil f1uoreto
(PMSF), 0,1 mM de ácido etilenodiaminotetraacético bi
sódico (Na2EDTA) e 10% de polivinilpolipirrolidona
(PVPP). A extração foi realizada macerando-se em pre-

sença de areia lavada em um almofariz com pistilo, 1
grama de folhas em 5 volumes do tampão ou 1 grama de
raiz em 4 volumes do tampão. Os homogenatos foram
imediatamente centrifugados a 16.000 x g por 20 minu-
tos sendo os sobrenadantes utilizados para a
determinação das atividades enzimáticas. Todos os pro-
cedimentos foram realizados entre O-4°C.

A atividade biossintética da GS nas folhas e raízes
foi determinada na presença de NH2:OH como descrito
anteriormente (Purcino et et., 1996) e, a atividade toliar
da GOGAT dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT) foi
determinada pelo protocolo de Matoh et ei. (1979). Nas
raízes, a atividade da NADH-GOGAT foi determinada
em um meio de reação contendo 50 mM de tampão
fosfato de potássio, pH 7,5, 10 mM de glutamina, 10 mM
de 2-oxoglutarato (pH ajustado para 7,0), 10 mM de KCI,
0,2 mM de NADH e entre 50 e 200 J.lLde extrato, con-
forme o tratamento, perfazendo um volume final de 1
mL A reação foi iniciada pela adição do NADH e de-
créscimo na absorbância devido a oxidação do NADH
foi monitorado em 340 nm. Tanto a atividade da GS quan-
to das duas isoformas da GOGAT foram determinadas
a 30°C.

Determinação do foi total e da proteína solúvel

O nitrogênio total foi determinado na matéria seca
pelo método de semi-Kjedahl (Bataglia et ai., 1983) em
tecidos de raiz, caule e folha previamente moídos em
moinho tipo Wiley, com peneira de 40 mesh. A determi-
nação de proteína solúvel foi realizada pelo método de
Lowry et ai. (1951) nos mesmos extratos brutos utiliza-
dos para os ensaios enzimáticos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Em relação às plantas controle não tratadas com N,
verificou-se que a adição de 8 mM de NO~- na solução
nutritiva teve um efeito significativo e positivo em todas
as variáveis medidas nas folhas e raízes da seringueira.
Entretanto, o efeito da substituição parcial ou total do
N03- pelo NH/ foi diferente entre as variáveis estudas
neste trabalho.

Houve aumento significativo no teor de N total nas
folhas, caules e raízes (Figura 1) quando as plantas re-
ceberam N, sendo este aumento independente da
proporção de N03- e NH/ na solução nutritiva. Esse teor
de N total, independente dos tratamentos, foi maior nas
folhas que nas raizes e caule. Esses resultados são,
portanto, similares aos encontrados por Delú Filho (1994)
em experimento no qual as plantas foram cultivadas ape-
nas com N03- como fonte de N no meio de cultivo.

De maneira semelhante, o teor de proteína solúvel
foi significativamente maior nas folhas e raízes de plan-
tas tratadas com N (Figura 2)_ Nas folhas, os teores de
proteína solúvel nas plantas tratadas exclusivamente
com N03- ou NH/ não diferiram entre si, mas o teor de
proteína nas plantas que receberam somente NH/ foi
significativamente maior que naquelas tratadas com
partes iguais de N03- e NH/. Nas raízes, não se obser-
vou diferenças entre as plantas tratadas exclusivamente
com N03' ou NH/, mas verificou-se que aquelas trata-
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FIGURA 1.Teor de N total no caule, raiz e folha de plantas
jovens de seringueira submetidas a diferentes concentrações
de N03' e NH/ no meio de cultivo. Médias seguidas pela mes-
ma letra não são significativamente diferentes pelo teste de
LSD para p < 0,05.

's com 2 mM N03' e 6 mM NH4 + tinham maiores teores
\r-e proteinas que piantas cultivadas exciusivamente com

N03'· Verificou-se também que o teor de proteinas solú-
veis nas folhas da seringueira é varias vezes maior que
nas rafzes.

Nesse experimento não se detectou atividade da RN
nas folhas da seringueira, o que corrobora observações
anteriores indicando que a redução do NO ' nessa es-
pécie ocorre exclusivamente nas raízes (DeIÚ-Filho,
1998). A atividade radicular da RN foi significativamente
maior nas plantas que receberam exclusivamente N0

3
'

como fonte de N (Figura 3). Essa observação já era es-
perada porque a RN é uma enzima induzida pelo seu
substrato (Beevers et aI., 1965). A novidade desses da-
dos advém da verificação de que o NH/ aparentemente
teve forte efeito repressor na atividade da RN nas raízes
da seringueira, mesmo em plantas que foram cultiva-
das em níveis de N03' próximo do ótimo, e.g. o tratamento
que recebeu 6 mM de NO . e 2 mM de NH/. Essa re-
pressão da atividade da RN nas raízes pode ter sido

&lFolha I
CRaiz

...
2i

"'",
'"~
i...
•'D
Ia

112 ou 211 0/10/0 1/0

Concantraçl'o da NO,-/NH,-am mM

FIGURA 2. Teor de proteina solúvel em raizes e folhas de plan-
tas jovens de seringueira submetidas a diferentes
concentrações de NO + e NH + no meio de cultivo. Médias se-
guidas pela mesma fetra mfnúscula (raizes) ou maiúscula
(folhas) não são significativamente diferentes pelo teste de LSD
para p < 0,05.

devida ao acúmulo de NH4 + ou de outros compostos
nitrogenados (Redinbaugh & Campbêll, 1993) que esta-
riam inibindo a síntese ou a atividade dessa enzima
(Lewis et ai., 1982).

A atividade da GS foi maior nas lâminas foliares do
que nas raízes (Rgura 4). Nas plantas que não recebe-
ram nitrogênio, a atividade dessa enzima foi muito baixa
nas lâminas foliares, não sendo detectada nas raízes.
Entretanto, quando se adicionou NO ' ao meio de culti-
vo, a atividade da GS aumentou signJicativamente tanto
nas folhas quanto nas rafzes. Observou-se, porém, que
o aumento da concentração de NH + na solução nutriti-
va contribuiu para reprimir a atividade da GS nas raízes.
Nas folhas, as plantas que receberam 6 mM de N03' e 2
mM de NH/ mostram redução significativa na atividade
da GS em relação àquelas que receberam exclusivamen-
te N03'. Verificou-se, porém, que houve urna recuperação
dessa atividade com o aumento progressivo da propor-
ção de NH4 + na solução nutritiva e, a atividade da GS em
plantas que receberam exclusivamente NH4+ não foi di-
ferente das plantas tratadas apenas com N03'.
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FIGURA 3. Atividade da redutase do nitrato, mmoles de NOz'
kg'1 massa fresca h'1de raizes de plantas jovens de seringuei-
ra submetidas a diferentes concentrações de N03+ e NH/ no
meio de cultivo. Médias seguidas pela mesma letra não são
significativamente diferentes pelo teste de LSD para p < 0,05.
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FIGURA 4. Atividade da glutamina sintetase, em mmoles de
glutamilhidroxamato (GHA) kg" massa fresca h", de raízes e
folhas de plantas jovens de seringueira submetidas a diferen-
tes concentrações de NO/ e NH/ no meio de cultivo. Médias
seguidas pela mesma letra minuscula (raízes) ou maiúscula
(folhas) não são significativamente diferentes pelo teste de LSD
para p < 0,05.

Comparando-se a atividade da GS encontrada nas
raízes (Figura 4) com a atividade radicular da RN (Figu-
ra 3) verifica-se um comportamento muito semelhante
entre essas enzimas com relação aos tratamentos de N
utilizados. Isto sugere que a atividade da GS radicular
parece ser dependente do NH/ produzido nas raízes
pela ação da RN. Aparentemente, o mesmo não ocorre
nas lãminas foliares, pois os altos valores da atividade
da GS e a ausência da atividade da RN nesse tecido
indicam que o papel principal da GS não é a assimila-
ção primaria do NH4 + derivada da redução do N03', como
já estabelecido para as culturas anuais (Lea et el., 1990).

A adição de N no meio de cultivo elevou
significativamente a atividade da GOGAT tanto nas lâ-
minas foliares como nas raizes, não se observando,
entretanto, diferenças entre plantas que receberam ex-
clusivamente NOi',ou NH4 + ou diferentes proporções
dessas fontes de N (Figura 5).

Fato relevante advindo desses dados que confirmam
'--- observações anteriores (Deiu Filho,1994; Delu Filho et

ei., 1998), é a constatação de que na seringueira a re-
dução do nitrato e a assimilação primaria do NH/
acontecem exclusivamente nas raízes e não nas folhas.
Os níveis de atividade da RN, GS e GOGAT observa-
dos nas raízes das plantas tratadas com N03' são
comparáveis aos verificados em folhas de milho cultiva-
do sob condições adequadas (Purcino et ai., 1996; 1998)
e, portanto, são capazes de sustentar o crescimento da
seringueira. Conseqüentemente, os resultados obtidos
nesse experimento parecem indicar que as altas ativi-
dades da GS e GOGAT observadas nas folhas da
seringueira estão relacionadas apenas com a
reassimilação do NH/ derivado do processo
fotorespiratório típico das plantas tipo C-3 (Wallsgrove
et ai, 1983), já que a quantidade de NH4' produzido du-
rante a descarboxilação da glicina para produção de
serina sob condições fotorespiratórias chega a ser até
dez vezes maior que a quantidade produzida durante a
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FIGURA 5. Atividade da glutamato sintas e, mmoles de Glu kg'"
de massa fresca h", de raízes e folhas de plantas jovens de
seringueira submetidas a diferentes concentrações de N03+ e
NH + no meio de cultivo. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula (raízes) ou maiúscula (folhas) não são significativa-
mente diferentes pelo teste de LSD para p < 0,05.

redução do N0
3
' (Lea & Blackwell, 1992). Esses resulta-

dos mostram, portanto, a necessidade da realização de
novos trabalhos para que se tenha um melhor entendi-
mento sobre quais isoformas dessas enzimas estariam
envolvidas na assimilação do NH,t derivado da redução
do NO; nas raizes e da foto respiração nas folhas.
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