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EXTRATO

MEDEIROS, Juliana Carvalho Gongalves Dias de, M.S., Universidade Federal
de Vigosa, setembro de 1999. Metabolismo do nitrogénio em Phaseolus
vulgaris L. durante senescéncia foliar induzida por deficiéncia de
fosforo. Orientador: Paulo Roberto Mosquim. Conselheiras: Mercedes
Maria da Cunha Bustamante, Fabio Murilo Da Matta e Marco Aurélio
Pedron e Silva.

Com o objetivo de verificar se a deficiéncia de P é um sistema
experimental adequado para o estudo da senescéncia, e se ha redistribuicdo
mais eficiente de P em cultivares melhoradas para menor requerimento, foi
avaliado o metabolismo de N durante senescéncia foliar induzida por
deficiéncia de P, em duas cultivares de Phaseolus vulgaris L. com diferentes
requerimentos de P. Plantulas das cultivares POT 51 (baixo requerimento) e
Pérola (alto requerimento) foram crescidas em solucdo nutritiva completa, e,
em seguida, transferidas para solu¢des deficientes em P. Apdés uma semana de
deficiéncia, foram medidos, a cada trés dias, nos trifélios senescentes, os
teores de clorofilas e proteinas soluveis e as atividades da NR, da GS e da
NADH-GDH. Também foram determinados os niveis das isoformas citossolica
(GS,) e cloroplastidica (GS;) de GS e os teores de N e P (medidos também no
trifdlio mais jovem completamente expandido). Nas duas cultivares, tanto em
senescéncia natural quanto induzida, foi observada remobilizacdo de N, sendo
esta, acelerada ap0s aplicacdo da deficiéncia. Os niveis de N se mantiveram
nos trifélios jovens, enquanto os de P cairam, paralelamente aos dos trifélios

senescentes. Nas duas cultivares, a inducao de senescéncia acelerou o inicio
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da perda de clorofila, mas ndo da de proteinas solluveis. As atividades da GS e
da NR cairam progressivamente, sendo a queda acelerada apds aplicacdo da
deficiéncia, nas duas cultivares. Tanto durante senescéncia natural quanto
induzida, a queda da atividade da GS foi causada pela diminui¢cdo dos niveis de
GS.,. Os niveis de GS; aumentaram, sugerindo seu papel na remobilizacao de
N. As atividades real e potencial da NR foram mais altas em Pérola que em
POT 51, tanto em senescéncia natural quanto induzida. Apenas nos estadios
mais avancados, as cultivares apresentaram atividades iguais. Durante
senescéncia natural, a atividade da NR apresentou limitagdo por substrato nas
duas cultivares. Em senescéncia induzida, a atividade foi limitada,
possivelmente, pela concentragdo da enzima. Em Pérola, a atividade da
NADH-GDH diminuiu durante a senescéncia natural e aumentou durante a
induzida. Em POT 51, a atividade manteve-se constante e ndo houve efeito de
tratamento. Durante a senescéncia induzida, a maioria dos parametros
acompanhados apresentou perfis similares aos observados durante a natural.
Conclui-se que a aplicacéo da deficiéncia de P é um sistema adequado para o
estudo do metabolismo de N durante a senescéncia foliar em feijao. Nao ficou
claro se POT 51 é mais eficiente na remobilizacéo de P.
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ABSTRACT

MEDEIROS, Juliana Carvalho Gongalves Dias de, M.S., Universidade Federal
de Vigosa, September, 1999. Leaf nitrogen metabolism in Phaseolus
vulgaris L. during senescence induced by phosphorus deprivation.
Adviser: Paulo Roberto Mosquim. Committee members: Mercedes Maria
da Cunha Bustamante, Fabio Murilo Da Matta and Marco Aurélio Pedron e
Silva.

The leaf N metabolism during senescence induced by P deprivation
was evaluated in two cultivars of Phaseolus vulgaris L. differing in phosphorus
requirement. Seedlings of POT 51 (low P requirement) and Pérola (high P
requirement) were grown in hydroponic culture (Hoagland, half strength) for ten
days, and then submitted to P deprivation. After one week of deprivation, total
chlorophyll and soluble protein contents, and nitrate reductase (NR), glutamine
synthetase (GS) and glutamate dehydrogenase (GDH) activities were
determined every three days, in the oldest leaf. Changes in the levels of
cytosolic (GS;) and chloroplastic (GS;) glutamine synthetase, and nitrogen and
phosphate contents (determined in the completely expanded youngst leaf too)
were also determined. After twenty days of culture on P deficient medium,
shoot/root fresh mass ratio was reduced in Pérola, but not in POT 51. In both
cultivars and treatments N remobilization was observed. P content in young
leaves declined parallel to the decrease observed in the oldest ones. Both
cultivars showed the same pattern of chlorophyll and protein contents. Total

chlorophyll content declined continuously throughout induced senescence while



soluble protein was not affected. Pérola reached higher chlorophyll values and,
after twenty days of deprivation, the loss of total chlorophyll was greater than in
POT 51. The overall enzymatic activity decreased in both cultivars and
treatments. In POT 51, total GS activity decreased faster during P deprivation.
Pérola showed the same pattern of total GS activity in both treatments, but the
loss of activity was higher during deprivation. In both cultivars and treatments
the loss of total GS activity was due to the decrease in GS; levels. In contrast,
GS; polypeptides increased, which suggest a role in nitrogen remobilization
during senescence. Pérola GDH activity decreased during natural senescence
and increased during senescence induced by P deprivation. POT 51 GDH
activity showed a little fluctuation but no treatment effect was observed. During
the early phases of senescence (induced or not), both real and potential NR
activity were higher in Pérola. In advanced stages no differences between the
cultivars were observed. During natural senescence, NR activity was limited by
nitrate availability, in both cultivars. During the deprivation, NR activity was

probably limited by the low levels of NR.



1. INTRODUCAO

A disponibilidade de P é um dos principais determinantes do
crescimento vegetal. Dentre outros efeitos, tém sido relatadas, em resposta a
deficiéncia desse elemento, reducdo na taxa fotossintética (JACOB e
LAWLOR, 1994; PLENISCAR et al., 1994) e acelerada perda de proteinas
solaveis (CAKMAK et al., 1994). USUDA (1995) relata que a deficiéncia de P
induz a iniciacdo e eleva a taxa de remobilizacdo de N em folhas de milho.
Uma vez que a exportacao de nutrientes de tecidos velhos para tecidos jovens,
sementes ou 6rgaos de reserva é caracteristica da senescéncia foliar, postula-
se que o status de P nas folhas esteja envolvido na regulacdo da senescéncia
mediante aceleracdo da remobilizacdo de N (USUDA e SHIMOGAWARA,
1995).

A senescéncia € o estddio final do desenvolvimento foliar (GAN e
AMASINO, 1997). Trata-se de um processo altamente regulado, porém a
sequéncia precisa de eventos e 0S mecanismos responsaveis por sua iniciacdo
ndo foram ainda elucidados (FELLER e FISCHER, 1994, BUCHANAN-
WOLLASTON, 1997; GAN e AMASINO, 1997). Em relacdo ao metabolismo de
N, tem-se a transi¢do da assimilacdo para remobilizagéo (FELLER e FISCHER,
1994), e podem-se observar mudangas marcantes na expressao e na atividade
das enzimas envolvidas na reducédo do nitrato e assimilacdo do amonio. As
atividades das redutases do nitrato (NR) e do nitrito decrescem durante os

estadios iniciais de senescéncia e freqlientemente ndo sdo detectaveis em



estadios avancados (FELLER e FISCHER, 1994). Também se observa queda
na atividade geral das enzimas de assimilagdo de aménio, porém as
contribuicdes relativas das isoformas devem ser consideradas.

Mudancas no padrdo de isoformas durante a senescéncia tém sido
relatadas principalmente para sintetase da glutamina (GS). Em folhas, essa
enzima apresenta isoformas citossélica (GS;) e cloroplastidica (GS,), sendo
GS, a principal responsavel pela assimilacdo do amonio originado da
fotorrespiracdo (LAST, 1993), e GS;, pela remobilizacdo de N (KAMACHI et
al.,1991). Esses papeis sao reforcados pela localizagdo das isoenzimas, com
GS, apresentando-se principalmente em células do mesofilo e GS;, em feixes
vasculares (KAMACHI et al., 1992). Durante a senescéncia, a atividade de GS;
decresce progressivamente, enquanto a de GS; € mantida ou incrementada
(TIRADO et al., 1990; PEREZ-RODRIGUEZ e VALPUESTA, 1996). Para a
desidrogenase do glutamato mitocondrial (NADH-GDH), encontram-se relatos
de aumento (PEETERS e van LAERE, 1992; WATANABE et al., 1998), queda
(KAMACHI et al., 1991) e manutencédo de sua atividade (CRAFTS-BRANDNER
et al., 1998).

A senescéncia pode ser induzida artificialmente por escuriddo ou
destacamento do 6rgdo (PEETERS e van LAERE, 1992). Entretanto, essas
abordagens frequentemente levam ao aparecimento de artefatos. O
destacamento de folhas, por exemplo, impossibilita a remobilizagdo de
nutrientes, levando a um acumulo de compostos ndo observado durante a
senescéncia natural (BECKER e APEL, 1993; USUDA e SHIMOGAWARA,
1995).

Segundo SMART (1994), a deficiéncia de nutrientes moveis € um
iniciador de senescéncia natural, e acredita-se que a deficiéncia de P possa ser
um sistema experimental adequado para examinar-se a senescéncia na
auséncia de artefatos relacionados a transicdo claro-escuro ou ao
destacamento (USUDA e SHIMOGAWARA, 1995). Assim, espera-se que 0S
eventos observados durante senescéncia natural apresentem as mesmas
tendéncias durante senescéncia induzida por deficiéncia de P, sendo apenas
acelerados.

Também, é possivel que essa abordagem permita evidenciar uma

redistribuicdo mais eficiente de P em cultivares melhoradas para menor



requerimento desse elemento, uma vez que, caso as cultivares melhoradas
realmente remobilizem P mais eficientemente, a deficiéncia de P levaria a
senescéncia ainda mais acelerada.

Neste trabalho, avaliou-se o metabolismo de N durante a senescéncia
foliar induzida por deficiéncia de P, em duas cultivares de feijao com diferentes

requerimentos desse nutriente.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condi¢fes de cultivo

Foram utilizadas plantas de Phaseolus vulgaris L., cultivares Pérola e
POT 51, consideradas, respectivamente, sensivel e tolerante a baixa
disponibilidade de P. A cultivar POT 51 foi desenvolvida no CIAT, sendo a
producdo de sementes o critério de tolerancia adotado em sua selecéo (prof.
José Eustaquio Carneiro - Departamento de Fitotecnia, UFV, comunicacao
pessoal). A cultivar Pérola tem seu plantio recomendado em Minas Gerais pela
EMBRAPA.

As sementes (cedidas pelo prof. José Eustaquio Carneiro) foram
desinfestadas em etanol 70% e germinadas em areia lavada. Cinco dias apds a
emergéncia, as plantulas foram transferidas para caixas de isopor (5 L, duas
plantas por caixa) contendo solugdo nutritiva de Hoagland meia-forca
(HOAGLAND e ARNON, 1950), por dez dias, e, em seguida, para solucdes
deficientes em P (senescéncia induzida), ou nao (senescéncia natural). Na
solucao deficiente em P, o KH,PO, foi substituido por KCI.

As solucgdes foram trocadas a cada trés dias e o pH mantido entre 5,5 e
6,5. O cultivo foi conduzido em casa de vegetacao, na Universidade Federal de
Vigosa (20°45’ S e 42°51’ W), em condi¢cGes naturais de luminosidade e

temperatura, entre os meses de novembro de 1997 e fevereiro de 1998.



2.2. Coletas

Inicialmente foi feito um experimento preliminar para determinacao do
periodo de coletas. Foi medido semanalmente, em folhas marcadas, o teor de
verde (SPAD 500, Minolta Co), tomado como medida indireta do teor de
clorofilas. A queda desse parametro foi considerada inicio de senescéncia.

No experimento definitivo, as coletas (num total de cinco) foram
realizadas a cada trés dias, sendo iniciadas quatro dias antes do estabelecido
como inicio de senescéncia nas plantas submetidas ao tratamento. As analises
minerais foram feitas nas folhas senescentes e no trifdlio mais novo
completamente expandido (de uma mesma planta), enquanto os teores de
clorofilas e proteinas sollveis, as atividades enzimaticas e a dindmica das

isoformas de GS foram avaliados nas folhas senescentes, apenas.
2.3. Determinacéao de fosforo e nitrogénio total

O material foi seco, moido e submetido a digestdo sulfosalicilica
(NELSON e SOMMERS, 1973). O teor de N total foi determinado pelo método
de Nessler (LANG, 1958) e o de P, pelo procedimento proposto por FISKE e
SUBBAROW (1925).

2.4. Atividades enzimaticas

Foram avaliadas as atividades da redutase de nitrato, sintetase da
glutamina e desidrogenase do glutamato. A atividade da redutase de nitrato foi
avaliada mediante ensaio in vivo, enquanto a da sintetase da glutamina e da
desidrogenase do glutamato foram avaliadas in vitro.

Para extracdo, o material fresco foi pesado, triturado em nitrogénio
liquido e adicionado ao tamp&o de extrac&o (Tris 100 mol m™3, pH 8,0 + MgSO,
50 mol m™ + B-mercaptoetanol 5 mol m> + EDTA 1 mol m™®), na proporcéo de
2 mL de tampéo para 1 g de folha (OCHS et al., 1995). Seguiu-se centrifugacéo
a 15.000 g, por 30 min a 4°C, sendo o residuo descartado e o sobrenadante
tomado como extrato enzimético. O conteldo de proteinas sollveis do extrato
enziméatico foi determinado como descrito por BRADFORD (1976).



2.4.1. Sintetase da glutamina (EC 6.3.1.2)

A 200 pL do extrato enzimatico foram adicionados 2,8 mL do meio de
reacdo (Tris 50 mol m3, pH 7,5 + ATP 6,25 mol m® + MgSO, 45 mol m™ +
hidroxilamina-HCI 6,25 mol m™® + L-glutamato 93,75 mol m™). A mistura foi
incubada a 30°C por 20 min, quando foi adicionado 1,5 mL do reagente férrico
(TCA 0,2 kmol m™ + FeCl; 0,37 kmol m™ + HCI 0,67 kmol m™®). A absorbancia
foi lida em 540 nm (adaptado de JUNGHANS e MOSQUIM, 1995).

2.4.2. Desidrogenase do glutamato (EC 1.4.1.2)

A 200 uL do extrato enzimatico foram adicionados 2,8 mL do meio de
reacdo (Tris 50 mol m™, pH 8,2 + NH4Cl 100 mol m™® + CaCl, 1 mol m™ + 2-

% + NADH 0,1 mol m®). Seguiu-se leitura da

oxogutarato 12,5 mol m
absorbancia em 340 nm e incubacdo em banho-maria a 30°C por 10 min,
quando foi feita uma nova leitura (adaptado de JUNGHANS e MOSQUIM,

1995).
2.4.3. Redutase do nitrato (EC 1.6.6.1)

Foram determinadas as atividades real e potencial da redutase do
nitrato. O material destacado foi cortado, pesado e transferido para seringa
com tamp&o Tris 50 mol m=, pH 7,5 + 1% n-propanol (atividade real) + KNO3
50 mol m™ (atividade potencial), onde sofreu infiltracéo sob vacuo. O volume foi
ajustado para 5 mL e duas aliqguotas de 1 mL cada (tempo 0), retiradas.
Seguiu-se incubacdo em escuro e anaerobiose por 60 min, quando mais duas
aliquotas (tempo 60) foram retiradas. As aliquotas foram adicionados 1mL de
sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N e 1mL de dicloroidrato N-1 natftiletilenodiamina
0,02% (NNED). A absorbancia foi lida em 540 nm (KOZOVITS, 1997). As

determinacdes foram feitas sempre entre 9:00 e 11:00h da manha.



2.5. Deteccao das isoformas de GS por western-blotting

O extrato enzimatico foi submetido a SDS-PAGE, 12,5%, em corrente
constante (LAEMMLI, 1970). Os polipeptideos foram transferidos para uma
membrana de PVDF (Bio-Rad Transblot, 15V, por 45 min) como previamente
descrito (HAYAKAWA et al., 1990). AplGs transferéncia, a membrana foi
bloqueada com tampao TBS 1X pH 7,5 + leite 2%, por 60 min. Em seguida
foram adicionados os anticorpos primarios (anti-GS,, gentilmente cedido por
Hitoshi Sakakibara e Tatsuo Sugiyama - Nagoya University, Japéo) e anti-lgG
de coelho conjugado a peroxidase, nesta ordem, e na propor¢cédo de 1:1000.

Para revelacao, foi feita incubagcéo em solucédo DAB + H,0O, + uréia por 10 min.

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi executado em esquema fatorial 2 x 2, com duas
cultivares de feijdo, dois niveis de P, e quatro repeticdes por tratamento, em
delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos & analise
de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos vinte dias de deficiéncia de P (senescéncia induzida), as plantas
das duas cultivares apresentaram diferencas visiveis no crescimento do
sistema radicular e da parte aérea, em relacdo as plantas-controle
(senescéncia natural). Em POT 51, as massas frescas da parte aérea e do
sistema radicular cairam 25% e 28%, respectivamente. Em Pérola, a massa
fresca da parte aérea caiu 27%, enquanto a do sistema radicular se manteve
constante. Assim, a relacdo de massa fresca parte aérea/raiz ndo foi alterada
pelo tratamento em POT 51, e decresceu significativamente em Pérola (Quadro 1).

As plantas da cultivar Pérola, considerada sensivel a deficiéncia de P,
tiveram crescimento menos afetado pelo tratamento que as da cultivar POT 51,
considerada tolerante. Em relacdo a massa fresca total, Pérola apresentou
queda de 18% e POT 51, de 25%, em relacao as plantas-controle (Quadro 1).

Poder-se-ia interpretar esses resultados como uma contradicdo: o
crescimento da cultivar considerada tolerante € mais susceptivel a deficiéncia
de P. Entretanto, considerando-se que a selecdo de POT 51 baseou-se na
producdo de gréos, € possivel que essa variedade invista mais em estruturas
reprodutivas que em crescimento, e assim mantenha sua produtividade em
condi¢des de baixo suprimento de P. Também é possivel que POT 51 consiga
explorar melhor o ambiente radicular, mesmo com menor crescimento, por

alteracédo do angulo de crescimento da raiz principal (hdo acompanhado neste



Quadro 1 - Massa fresca da parte aérea e do sistema radicular de plantas (35
dias) de duas cultivares de feijdao, em senescéncia natural e em
senescéncia induzida por vinte dias deficiéncia de P

POT 51 Pérola
Cultivar / Parametro . . . N
Senescéncia Senescéncia Senescéncia Senescéncia

natural induzida natural induzida
Massa fresca da parte 7257 a 55,68 b 78,50 a 57.31b
aérea (g planta™)
Massa fresca da raiz 25,65 a 18,44 b 28,22 a 30,15 a
(g planta™)
Parte aérea / raiz 2,83 a 2,96 a 2,78 a 1,90b
Massa fresca total 98,22 a 7412 b 106,72 a 87,46 b

(g planta™)

Em cada linha, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabili-
dade, pelo teste de Tukey.

trabalho), como ja demonstrado para outras cultivares que também apresentam
menor requerimento de P (BONSER et al., 1996).

3.1. Teores de fosforo e de nitrogénio total

Pode-se observar, na Figura 1, que as duas cultivares apresentaram
teores de P similares. Durante a senescéncia induzida, o teor de P caiu
rapidamente, nos trifélios senescentes e jovens. Observa-se uma queda
brusca, de aproximadamente 50%, até o décimo dia de deficiéncia, e a partir de
entdo, contetdo aproximadamente constante. Durante senescéncia natural,
essa queda é gradativa, de aproximadamente 50% nos trifélios jovens das
duas cultivares, e de 77% e 60% nos trifélios senescentes de POT 51 e Pérola,
respectivamente. Nas duas cultivares, durante a senescéncia natural e a
induzida, o teor de P dos trifélios jovens acompanhou o dos trifélios
senescentes, caracterizando uma remobilizacdo insuficiente para manutencéo
dos niveis de P nos trifélios jovens. DOMINGUES (1998), trabalhando com
feijdo submetido a deficiéncia de P, também observou queda no teor desse
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Figura 1 - Teor de P em trifélios senescentes e jovens de duas cultivares de
Phaseolus vulgaris, durante senescéncia foliar natural e induzida
por deficiéncia de P. As barras representam a diferenca minima
significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

elemento nos trifélios jovens, apesar da grande remobilizacao (queda de 86%,
nos trifélios velhos).

Nas duas cultivares, durante senescéncia natural e induzida, foi
observada remobilizacdo de N. O teor de N nos trifélios senescentes decresceu
progressivamente, enquanto o do trifélio mais jovem manteve-se constante.
Foram observados decréscimos de 22% e 38% para POT 51, e 28% e 45%
para Pérola, nos trifélios mais velhos, durante senescéncia natural e induzida,
respectivamente (Figura 2).

A remobilizacdo de N é determinada por fatores externos, como
flutuacdo do suprimento mineral e autbnomos (internos), como o inicio do
periodo reprodutivo (FELLER e FISCHER, 1994; BUCHANAN-WOLLASTON,
1997; GAN e AMASINO, 1997). Durante a senescéncia, geralmente se observa
grande diminuicdo no contetdo de N foliar, entre 60% e 90% (CRAFTS-
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Figura 2 - Teor de N total em trifélios senescentes e jovens de duas cultivares
de Phaseolus vulgaris, durante senescéncia foliar natural e induzida
por deficiéncia de P. As barras representam a diferenca minima
significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

BRANDNER, 1992; BAKKEN et al., 1998), que € realocado para 0Orgaos
reprodutivos ou em crescimento. Esses valores sdo bastantes superiores aos
encontrados neste estudo, mesmo durante senescéncia induzida. E possivel
que a grande quantidade de N disponivel no meio de cultivo tenha diminuido a
remobilizacdo desse elemento. Queda da remobilizacdo de nutrientes,
aplicados em niveis supra-6timos também foi observada por CRAFTS-
BRANDNER (1992). Ainda, € possivel que essas cultivares de feijao
apresentem geneticamente baixa taxa de remobilizagdo de N, uma vez que seu
melhoramento néo visou, diretamente, essa caracteristica.

Durante a senescéncia natural o teor de N caiu paralelamente ao de P.
Entretanto, durante a senescéncia induzida, a queda no teor de P precedeu a
de N, que mostrou-se acelerada pela deficiéncia (Figuras 1 e 2). Resultados
semelhantes levaram USUDA e SHIMOGAWARA (1995) a postular o

envolvimento do P na regulacdo da senescéncia mediante aceleracdo da
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remobilizacdo de N. Esse envolvimento é apenas sugerido pelos dados aqui
apresentados, uma vez que 0S mesmos ndo permitem inferéncias sobre

relacdo de causa e consequéncia.

3.2. Teores de clorofilas e de proteinas sollveis

Tanto durante senescéncia natural quanto induzida, as duas cultivares
apresentaram comportamento semelhante em relagcdo aos teores de clorofilas
(medidos indiretamente pelas leituras SPAD) e de proteinas solaveis (Figuras 3
e 4). Durante a senescéncia natural, foram observados decréscimos nos teores
de clorofilas (considerado inicio de senescéncia) e de proteina, a partir do 16°
e 13° dia de tratamento, respectivamente. Pérola atingiu niveis mais altos de
clorofilas e apresentou perda significativamente mais acentuada que POT 51.
Apés 20 dias de deficiéncia, as perdas de clorofilas, em relacdo ao valor
maximo, foram de 42% para POT 51, e de 59% para Pérola.

A inducdo da senescéncia acelerou o inicio da queda do teor de
clorofilas, da mesma forma, nas duas cultivares. Sendo este o parametro
considerado inicio de senescéncia, POT 51 ndo apresentou senescéncia foliar
anterior a de Pérola, apos aplicacdo da deficiéncia de P, como esperado.

A queda do teor de proteinas soluveis foi acelerada, nas duas
cultivares, porém somente a partir do 13° dia apds aplicacdo da deficiéncia
(Figura 4). Era esperada a aceleracéo do inicio da perda de proteinas soluveis,
durante a senescéncia induzida, uma vez que a queda do teor de N foliar teve
seu inicio antecipado (Figura 2). Ha4 a possibilidade de que estejam sendo
remobilizados pools de N ndo acompanhados neste trabalho — RNA, por
exemplo. A atividade de RNAses € bastante aumentada durante senescéncia
(SMART, 1994) e, talvez, esse pool esteja sendo remobilizado anteriormente
ao de proteinas.

Durante senescéncia, o total de proteinas de uma folha decresce
progressivamente, como conseqiéncia da diminuicdo generalizada da taxa de
sintese e do aumento na taxa de degradacdo (FELLER e FISCHER, 1994).
Correlacdo positiva entre o0 aumento da atividade proteolitica durante
senescéncia e a perda de proteina soluvel é freqientemente citada (KAMACHI

et al.,, 1991; LOHMAN et al., 1994), porém alguns autores ja encontraram
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Figura 3 - Leitura SPAD em duas cultivares de Phaseolus vulgaris, durante
senescéncia foliar natural e induzida por deficiéncia de P. As barras
representam a diferenca minima significativa, a 5% de probabili-
dade, pelo teste de Tukey.
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durante senescéncia foliar natural e induzida por deficiéncia de P.
As barras representam a diferenca minima significativa, a 5% de
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correlagdo negativa ou mesmo auséncia de correlacdo (DALLING, 1987;
HUFFAKER, 1990).

O teor de proteinas soluveis de uma folha reflete principalmente o nivel
de Rubisco. Proteinas do tilacéide, como as que se ligam as clorofilas a/b para
formacao dos complexos coletores de luz dos fotossistemas | e Il, sGo pouco
representadas por este pardmetro. Entretanto, essas proteinas contribuem com
uma porcentagem consideravel (cerca de 30%) do total de N foliar (MATILE,
1992), e sua remobilizacdo de folhas senescentes é benéfica para a economia
de N da planta. A degradacdo dessas e de outras proteinas do tilacoide é
retardada em folhas senescentes de mutantes de Festuca incapazes de degradar
clorofila, e € sugerido que as apoproteinas se tornem susceptiveis a enzimas
proteoliticas quando ndo mais associadas a pigmentos (NOCK et al., 1992).

E possivel que a deficiéncia de P tenha induzido, inicialmente, a
degradacédo de proteinas do tilacéide numa proporcdo maior que a de Rubisco,
como consequéncia da queda acelerada de clorofilas. E, assim, ndo se observa
correlacdo entre os niveis de proteinas sollveis e os de clorofila nas duas
primeiras semanas de inducdo. Também pode-se verificar paralelismo entre a
queda nos niveis de clorofilas e de proteinas insolaveis durante senescéncia
induzida por deficiéncia de P em milho (USUDA, 1995), e durante senescéncia
natural em soja (JIANG et al., 1993).

As variagOes observadas nos teores de proteinas soluveis, nas duas
cultivares, apresentam os mesmos perfis durante a senescéncia natural e a

induzida por deficiéncia de P.

3.3. Atividades enzimaticas

A senescéncia foliar se caracteriza pela transicdo da assimilacdo para
a remobilizacdo de N. A capacidade de assimilar nitrato € perdida, e a
assimilacdo do amonio é direcionada para sintese de compostos que podem ser
transportados para tecidos jovens, sementes ou 6rgaos de reserva (FELLER e
FISCHER, 1994). Neste trabalho, observou-se, de maneira geral, queda
progressiva na atividade das enzimas de reducdo do nitrato e assimilacdo do

amonio durante senescéncia natural e induzida, nas duas cultivares.
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3.3.1. Sintetase da glutamina

Em POT 51, a atividade de GS caiu mais rapidamente em senescéncia
induzida, porém as perdas totais observadas durante senescéncia natural e
induzida (65% e 61%, respectivamente) ndo diferiram significativamente
(Figura 5). Em Pérola, os perfis da atividade de GS durante senescéncia
natural e induzida foram os mesmos, mas a perda total observada durante
senescéncia induzida (83%) foi significativamente maior que a observada
durante senescéncia natural (66%).

O sistema GS/GOGAT ¢ a principal via de assimilacdo do amoénio em
plantas superiores (SECHLEY et al.,, 1992). Durante senescéncia, a GS
converteria glutamato e aménio (liberados principalmente pela hidrélise de
proteinas) em glutamina, comumente encontrada na seiva do floema.
Entretanto, queda na atividade de GS durante senescéncia, como a observada
neste trabalho, é freqientemente relatada na literatura (BERGER et al., 1985;
PEETERS e van LAERE, 1992; CRAFTS-BRANDNER et al., 1998).

A separacao e a quantificacdo das isoformas de GS foi investigada por
imunoblotting. O anticorpo anti-GS, reconheceu tanto GS; quanto GS,. Um
polipeptideo predominante de aproximadamente 44 kD correspondente a GS; e
uma banda suave de aproximadamente 40 kD, correspondente a GS;, foram
detectados nos extratos de folhas. Durante senescéncia natural e induzida,
pdde-se verificar uma reducdo nos niveis de GS,, porém ndo nos de GS;
(Figura 6). Assim, a perda da atividade total de GS, observada na Figura 5, €
causada pela queda no conteudo de GS;.

Durante senescéncia, enzimas relacionadas a fotossintese, como a
GS; — responsavel pela assimilacdo do aménio produzido por fotorrespiracao -,
perdem sua atividade paralelamente a queda dos niveis de Rubisco (LAST,
1993). Aqui, porém, a queda na atividade de GS precedeu a de proteina solavel.
E possivel que essa perda de atividade esteja mais relacionada & taxa fotossintética
(ndo acompanhada), que também pode ter apresentado queda anterior a de proteina
soluvel, por remobilizacéo das proteinas dos complexos coletores de luz.

O comportamento oposto é observado para GS;, cujos niveis

aumentaram tanto durante a senescéncia natural quanto a induzida. Este dado
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Figura 5 - Atividade da sintetase da glutamina (GS) em duas cultivares de
Phaseolus vulgaris, durante senescéncia foliar natural e induzida
por deficiéncia de P. As barras representam a diferenca minima
significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 6 - Niveis dos polipeptideos de GS; e GS, durante senescéncia foliar
natural e induzida por deficiéncia de P em duas cultivares de
Phaseolus vulgaris. Os numeros indicam dias apos a aplicacdo da
deficiéncia.

sugere que GS; possa ser a responsavel pela sintese de glutamina para
remobilizacdo de N durante senescéncia em feijao. Esse papel ja foi atribuido a
enzima em tomate (PEREZ-RODRIGUEZ e VALPUESTA, 1996), arroz
(KAMACHI et al., 1991 e KAMACHI et al., 1992), tabaco (EDWARDS et al.,
1990) e soja (TIRADO et al., 1990).

Assim como os teores de proteinas solluveis, os perfis de atividade da
GS, nas duas cultivares, apresentam as mesmas tendéncias durante a

senescéncia natural e a induzida por deficiéncia de P.

3.3.2. Desidrogenase do glutamato

FRICKE e PAHLICH (1992) demonstraram a interferéncia de malato na
determinacdo da atividade catabodlica da GDH em extratos enzimaticos brutos,
de forma que essa atividade é confiavel somente quando medida em extratos
dialisados. Assim, neste trabalho foi determinada apenas a atividade anabdlica
da GDH mitocondrial, dependente de NADH, que, segundo os mesmos autores,
nao é afetada pela possivel presenca de malato num extrato protéico bruto.

Em POT 51, a atividade da NADH-GDH permaneceu constante durante
senescéncia natural e ndo houve efeito de tratamento. Em Pérola, a atividade
variou significativamente, apresentando queda de 30% durante senescéncia
natural e aumento de 37% durante senescéncia induzida (Figura 7). Aqui,
diferente do observado em relacéo aos teores de proteinas sollveis e atividade da
GS, os perfis de atividade da NADH-GDH apresentaram tendéncias opostas

durante a senescéncia natural e a induzida por deficiéncia de P, na cultivar Pérola.
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Figura 7 - Atividade da desidrogenase do glutamato mitocondrial (NADH-GDH)
em duas cultivares de Phaseolus vulgaris, durante senescéncia foliar
natural e induzida por deficiéncia de P. As barras representam a
diferenca minima significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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O papel desempenhado pela GDH ndo esta bem estabelecido. Esta
enzima é encontrada em todas as plantas superiores (jA examinadas) e esta
freqientemente presente em altos niveis em tecidos senescentes (LOYOLA-
VARGAS e SANCHEZ DE JIMENEZ, 1984; PEETERS e van LAERE, 1992,
ROBINSON et al., 1992; WATANABE et al. 1998). A GDH pode assimilar ou
reassimilar amonio (num papel complementar ao do sistema GS/GOGAT) ou
catalisar a oxidacdo do glutamato, suprindo esqueletos carbbnicos para o ciclo
de Krebs (SECHLEY et al., 1992). Esse papel catabdlico implica numa
importante fungéo regulatoria na integracdo dos metabolismos de C e N.

Durante senescéncia, tém-se relatos de aumento e de queda da
atividade de NADH-GDH. O declinio gradual da atividade da NADH-GDH,
observado em Pérola durante senescéncia natural, € comum quando se
trabalha nessa condicdo (KAMACHI et al.,, 1991). Em contraste, um grande
aumento € observado durante senescéncia de folhas destacadas (PEETERS e
VAN LAERE, 1992 e WATANABE et al., 1998), o que sugere regulacao distinta
do metabolismo do C e do N nas duas situacdes. Por exemplo, o conteudo de
NH,", que provavelmente afeta o nivel de NADH-GDH (SECHLEY et al., 1992),
aumentou de 0,62 para 8,73 umol g* MF em folhas destacadas de Lolium
senescendo no escuro (THOMAS, 1978). Entretanto, em folhas de arroz
senescendo naturalmente, o contetido de NH," foi de 0,28 e 0,5 umol g™ MF no
inicio e final de senescéncia, respectivamente (KAMACHI et al., 1991).

ROBINSON et al. (1992) sugeriram que, em Daucus carota, a GDH
responderia a mudancas no metabolismo de C e ndo de N. MAESTRI et al.
(1991) demonstraram a repressdo da sintese de GDH por glicose em
Asparagus officinalis e Nicotiana plumbaginifolia, @ um aumento significativo na
atividade da GDH sob condicao de privacéo de carbono ou energia.

Em feijdo sob deficiéncia de P, a alocacao preferencial de fotoassimi-
lados para o sistema radicular causa uma diminuicdo nos teores foliares de
fosfato inorganico, hexoses e sacarose (CIERESZKO et al.,, 1996), o que
poderia, talvez, explicar o aumento da atividade da NADH-GDH em Pérola
durante senescéncia induzida. Em POT 51, a atividade n&o teria sido afetada
porque, aparentemente, ndo houve aumento do desvio de fotoassimilados para
o sistema radicular. CRAFTS-BRANDNER et al. (1998) também observaram

20



atividade constante da NADH-GDH ao longo da senescéncia natural e induzida

por deficiéncia de N.
3.3.3. Redutase do nitrato

As atividades real e potencial da NR diminuiram durante senescéncias
natural e induzida nas duas cultivares, e foram quase sempre mais altas em
Pérola que em POT 51. As cultivares apresentaram atividades semelhantes,
apenas nos estadios mais avancados de senescéncia (Figura 8).

O decréscimo da atividade da NR durante senescéncia € bem
documentado (KONDRAT'EV e LEBEDINSKAYA, 1995; KENIS et al., 1992;
KLEINHOFS e WARNER, 1990; STREIT e FELLER, 1982; FRANCO et al.,
1979), porém 0s mecanismos que regulam essa queda nao estéo esclarecidos.
KENIS et al. (1992) relatam manutenc@o nos niveis dos transcritos de NR, e
sugerem uma regulacdo em nivel de traducdo ou pos-traducédo. Entretanto,
esses autores trabalharam com folhas destacadas supridas com nitrato, indutor da
expressao génica da NR (CRAWFORD, 1995), e sabe-se que durante senescéncia de
folhas intactas, o influxo de nitrato é diminuido (FELLER e FISCHER, 1994,
ANDREWS, 1986). A queda no suprimento de nitrato levaria a diminuicdo da
expressao da enzima e consequientemente de sua atividade, o que esta de acordo
com as diferencas entre as atividades real e potencial observadas neste trabalho.

Durante senescéncia natural, foi observada limitacdo da atividade da
NR por substrato (diferenca entre as atividades real e potencial) durante as
duas primeiras semanas de inducdo em POT 51 e em Pérola, durante todo o
periodo de coletas (Figura 5). Aparentemente, ha variagédo intra-especifica na
diminuicdo da absorgéao ou do influxo de nitrato na folha durante senescéncia.
FRANCO et al. (1979) verificaram limitacdo da atividade da NR por substrato,
em Phaseolus vulgaris cv Rico 23, somente a partir da semana que antecede a
floracdo. E possivel que a taxa transpiratdria, e conseqiientemente o influxo de
nitrato, tenha diminuido mais rapidamente em POT 51 que em Pérola.

Durante senescéncia induzida, ndo houve diferenca significativa entre
atividades real e potencial nas duas cultivares, indicando, nesta situacao,

limitacdo da atividade pela concentracdo da enzima.
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Figura 8 - Atividades real e potencial da redutase do nitrato (NR) em duas

cultivares de Phaseolus vulgaris, durante senescéncia foliar natural

e induzida por deficiéncia de P. As barras representam a diferenga
minima significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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A atividade da NR também é influenciada por carboidratos. VICENTZ et
al. (1996) relatam inducdo da expressao génica da NR por glicose, frutose e
sacarose. Adicionalmente, glicose-6-P e trioses-P inibem a fosforilacdo da NR,
diminuindo, assim, o pool de enzima inativada (KAISER e HUBER, 1994). E
provavel que a maior queda na atividade real da NR, observada em Pérola
durante senescéncia induzida, se deva em parte a uma diminuicdo nos teores
desses carboidratos, devido ao desvio da particdo de assimilados para o
sistema radicular, em adicdo ao provavel decréscimo da capacidade
fotossintetica e do influxo de nitrato. Em POT 51, a atividade teria sido menos
afetada j& que, aparentemente, ndo houve aumento do desvio de
fotoassimilados para o sistema radicular.

Interessante ressaltar o paralelismo observado entre o teor de P e a
atividade da redutase do nitrato (Figuras 1 e 8). Nas duas cultivares e nos
tratamentos, os perfis da enzima aparentam maior correlagdo com os teores de
P que com os de N. Talvez, o excesso de N disponivel tenha possibilitado uma
influéncia mais determinante de carboidratos sobre a atividade da enzima.

Como observado para os teores de proteinas soluveis e os perfis de
atividade da GS, nas duas cultivares, as atividades real e potencial da NR
apresentam as mesmas tendéncias durante as senescéncias natural e a

induzida por deficiéncia de P.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de verificar se a deficiéncia de P é um sistema
experimental adequado para o estudo de senescéncia, e se ha uma
redistribuicdo mais eficiente de P em cultivares melhoradas para menor
requerimento, foi avaliado o metabolismo de N durante senescéncia foliar
induzida por deficiéncia de P, em duas cultivares de Phaseolus vulgaris L. com
diferentes requerimentos desse elemento.

Plantulas das cultivares POT 51 (baixo requerimento de P) e Pérola
(alto requerimento de P) foram crescidas em solucdo de Hoagland (meia forca)
por dez dias e, em seguida, transferidas para solucfes deficientes em P. Apos
uma semana de deficiéncia, foram medidos a cada trés dias, no trifélio mais
velho, os teores de clorofilas e de proteinas sollveis, e as atividades das
enzimas redutase de nitrato (NR), sintetase da glutamina (GS) e desidrogenase
do glutamato mitocondrial (NADH-GDH). Também foram determinados o0s
niveis das isoformas citossolica (GS;:) e cloroplastidica (GS;) da sintetase da
glutamina, e os teores de N e P (medidos também no trifélio mais novo
completamente expandido).

Apés vinte dias de deficiéncia, a relacdo de massa fresca parte
aérea/raiz ndo foi alterada em POT 51, e decresceu significativamente em
Pérola. O crescimento de POT 51 mostrou-se mais susceptivel a deficiéncia de
P. E possivel que essa variedade invista mais em estruturas reprodutivas que
em crescimento, e assim mantenha sua produtividade em condi¢gdes de baixo

suprimento de P.
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Nas duas cultivares, tanto em senescéncia natural quanto induzida, o
nivel de P dos trifélios jovens caiu paralelamente aos dos trifélios mais velhos.
Foi observada remobilizacdo de N, permanecendo constante o nivel desse
elemento nos trifélios jovens. Durante a senescéncia natural o teor de N caiu
paralelamente ao de P. Porém, durante a senescéncia induzida, a queda,
acelerada, no teor de P precedeu a de N, sugerindo o envolvimento do P na
regulacdo da senescéncia mediante aceleracédo da remobilizacdo de N.

Nas duas cultivares, a inducdo da senescéncia acelerou o inicio da
perda de clorofilas, mas ndo da de proteinas sollveis. Pérola apresentou perda
de clorofilas mais acentuada que POT 51. As variagbes observadas nos teores
de proteinas soluveis, nas duas cultivares, apresentam os mesmos perfis
durante a senescéncia natural e a induzida por deficiéncia de P.

As atividades da GS e da NR cairam progressivamente na presenca e
auséncia de inducado, nas duas cultivares. A queda da atividade de GS foi
causada pela diminuicdo dos niveis de GS,. Os niveis de GS; aumentaram,
sugerindo seu papel na remobilizacdo de N durante senescéncia.

As atividades real e potencial de NR foram quase sempre mais altas
em Pérola que em POT 51, tanto em senescéncia natural quanto induzida.
Apenas nos estadios mais avancados, as cultivares apresentaram atividades
iguais. Durante senescéncia natural, a atividade da NR apresentou limitacdo
por substrato nas duas cultivares. Em senescéncia induzida, n&o houve
diferenca entre atividade real e potencial nas duas cultivares, indicando, nesta
situacdo, limitacdo na concentracdo da enzima. Assim como 0s teores de
proteinas soluveis, os perfis de atividade da GS e da NR, nas duas cultivares,
apresentam as mesmas tendéncias durante a senescéncia natural e a induzida
por deficiéncia de P.

Em Pérola, a atividade da NADH-GDH diminuiu durante a senescéncia
natural e aumentou durante a induzida. Em POT 51, a atividade manteve-se
constante e ndo houve efeito de tratamento.

N&o ficou claro se POT 51, cultivar melhorada para menor
requerimento de P, remobiliza esse elemento de maneira mais eficiente que
Pérola (alto requerimento de P). Aparentemente néo, ja que as plantas de POT
51 ndo apresentaram senescéncia foliar anterior as de Pérola, como esperado

no caso de maior capacidade de remobilizag&o de P.
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A aplicacao da deficiéncia de P mostrou-se um sistema adequado para
0 estudo do metabolismo de N durante a senescéncia foliar em feijdo. Nas
duas cultivares, os teores de proteinas soluveis, a atividade total da GS e as
atividades real e potencial da NR apresentaram perfis similares aos observados
durante a senescéncia natural. Sugere-se um menor suprimento de N (o que
possivelmente levaria a maiores taxas de remobilizacédo e conseqientemente a
respostas mais diferenciadas), um periodo mais longo de acompanhamento e a
inclusdo de parametros relacionados ao metabolismo de C (presenca e
atividade de Rubisco, taxa fotossintética, contetdo de hexoses fosfatadas etc.),
uma vez que o comportamento diferencial (quase oposto) da NADH-GDH é um
indicador de que a deficiéncia de P pode alterar o curso e a extensédo de

eventos relacionados ao metabolismo de C durante a senescéncia.
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