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SUMARIO

LOPES, MARIA REGINA SOARES, M.Sc.Universidade Federal de Pelotas, abril de
2008. Assimilagao e transporte de nitrogénio em Brugmansia suaveolens
(Willd)Bercht & J.Presl. Professor orientador: Dr.Luciano do Amarante

Varios alcaldides com importantes atividades biolégicas sao isolados de espécies da
familia Solanaceae. Brugmansia suaveolens € cultivada com a finalidade de
producédo de medicamentos fitoterapicos e apresenta potencial como matéria prima
para o isolamento de escopolamina para a industria farmacéutica. No estado do Rio
Grande do Sul, é encontrada em condi¢ées naturais e cultivada como planta
ornamental. O conhecimento detalhado do processo de assimilacdo e do transporte
de nitrogénio em Brugmansia suaveolens possibilita a elaboracdo de estratégias
para o cultivo mais eficiente desta espécie, visando a producao de alcalbides,
metabdlitos secundarios nitrogenados. Este trabalho teve como obijetivo verificar o
efeito da nutricdo sobre as atividades das enzimas redutase do nitrato (RN) e de
glutamina sintetase (GS) em raizes e folhas, e sobre o teor de moléculas
nitrogenadas importantes em folhas, raizes e seiva do xilema. Para isso, variou-se a
fonte de nitrogénio entre NH4NO3, aminoéacidos (glutamina, fenilalanina, arginina),
NO;3; e NH,". O aminoacido glutamina constituiu o principal componente organico da
fracdo nitrogenada transportada no xilema frente as diferentes fontes de nitrogénio,
exceto NOj. Dentre as formas inorganicas, teores elevados de aménio foram
detectados em todos os tratamentos, ao passo que o nitrato predominou nas plantas
sob tratamentos na presenca desse ion. As atividades de RN e de GS foram
elevadas nas folhas e pouco significativas nas raizes, o que sugere que as folhas
sao os sitios preferenciais de assimilagdo de nitrogénio nesta espécie.

viii



SUMMARY

LOPES, MARIA REGINA SOARES, M.Sc.Universidade Federal de Pelotas, abril de
2008. Assimilagdo e transporte de nitrogénio em Brugmansia suaveolens
(Wild)Bercht & J.Presl. Major professor: Dr.Luciano do Amarante

Several alkaloids with important biological activities have been isolated from species
of the Solanaceae family. Brugmansia suaveolens has been cultivated to the purpose
of phytotherapeutic medicines production and shows a potential as raw material for
the isolation of scopolamine for the pharmaceutical industry. In Rio Grande do Sul
State, it is found in natural conditions and grown as ornamental plant. The detailed
knowledge of the process of nitrogen assimilation and transport in Brugmansia
suaveolens enables the development of strategies for more efficient cultivation of this
species, aiming the production of alkaloids, secondary nitrogen metabolites. This
study aimed to determine the effect of nutrition on the activities of the nitrate
reductase (NR) and glutamine synthetase (GS) enzymes in the roots and leaves, and
on the content of important nitrogen molecules in leaves, roots and xylem sap. For
that, the source of nitrogen varied among NH4;NOj; amino acids (glutamine,
phenylalanine, arginine), NO3” and NH,*. The amino acid glutamine was the main
organic component of the nitrogen fraction carried in the xylem, among the different
sources of nitrogen, except NOs;. Among the inorganic forms, high levels of
ammonium were detected in all treatments, while the nitrate predominated in plants
under treatments in the presence of that ion. The RN and GS activities were high in
the leaves and little significant in the roots, which suggests that the leaves are the
preferred sites of nitrogen assimilation in this species.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS BOTANICOS, ECOLOGICOS E ETNOFARMACOLOGICOS DE
Brugmansia suaveolens (WILLD.) BERCHT. & J. PRESL.

1.1.1 Aspectos botanicos e agronémicos

A denominagédo Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Presl. tem como
origem, segundo Flora llustrada Catarinense (1966) o nome Brugmansia — em
homenagem a Sebastian J. Brugmans, professor de Histéria Natural em Leyden; e
suaveolens do latim “suavis”: doce, agradavel; “olens”: cheiro, aromatico (pelas
flores suavemente perfumadas), especialmente, abrindo de preferéncia a noite. Tem
como nome popular trombeteira, coerana, saia-branca, aguadeira, buzina, trombeta-
dos-anjos, trombeta, zabumba-branca, babado. Descrita pela bibliografia européia,
ainda pelos nomes vulgares, trombetdo, cornucdpia, chamico, rainha da noite
(COSTA, 1994).

Arbusto com até 2-3 m de altura, caule lenhoso e ramificado; folhas alternas,
pecioladas, de limbo ovalado a eliptico de margem inteira ou sinuosa, com base
obtusa e geralmente assimétrica, com apice agudo ou acuminado, com até 0,3 m de
comprimento por 0,14 m de largura, pilosas em ambas faces quando novas e
geralmente glabrescentes, na face superior quando mais velhas Possuem cheiro
pouco pronunciado ou nulo e sabor amargo (REITZ, 1966; COSTA, 1994) (Figura 1).
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Figura 1 - Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Presl, arbusto
de flores amarelas.

Ocorrem variedades distinguidas pelas corolas simples ou multiplas e pela
coloragao dessas corolas. Arbusto de vasta dispersao, sobretudo pela zona da mata
pluvial da encosta atlantica, desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul (REITZ,
1966). Hoje vastamente dispersada por ser cultivada como ornamental. Planta
perene geralmente multiplicada vegetativamente, pois a formagdo de frutos e
sementes é rara.

As flores sdo aromaticas, campanuladas, isoladas, longamente
pedunculadas, pendentes, com até 0,3 m de comprimento. O calice € tubuloso,
inflado e caduco, com até 0,12 m de comprimento, possui cinco pequenos lobos na
parte terminal, glabro e verde. A corola com lobos longamente caudados, de
coloracdo geralmente branca, havendo variedades de corolas amarelas ou roseas.
Os estames sao inseridos na base da corola, profundamente inclusos, sendo as
anteras conglutinadas (REITZ, 1966; COSTA, 1994) (Figura 2).
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Figura 2 - Flor de Brugmansia suaveolens, bibtipo rosa.

Os frutos séo delgados fusiformes, medindo 100 a 150 mm de comprimento,
com 20 mm de didametro, liso bilocular indeiscente. As sementes sdo angulosas e
rugosas (REITZ, 1966) (Figura 3).

V000w

Figura 3 - Frutos de Brugmansia suaveolens, com sementes.



15

A propagagao por sementes em geral ndo é preferencial por ter grande
variabilidade genética e desenvolvimento lento, enquanto que por estacas, o
desenvolvimento é mais homogéneo, garantindo maior uniformidade até mesmo
quanto a composicao quimica da planta (REITZ, 1966).

As plantas desenvolvem-se melhor em solos ricos em matéria organica,
drenados, aerados, preferencialmente arenosos, quando encharcados ou muito
compactados afetam o desenvolvimento da espécie. No estado de Santa Catarina a
trombeteira é cultivada como atividade econémica em agriculltura familiar. Apenas
50 % da parte aérea (folhas e flores) sdo colhidas, totalizando trés a quatro colheitas
no ano, com produtividade de 5 a 8 t/ano. O produto, depois de desidratado, é
encaminhado a industria e transformado em xaropes ou procede-se o isolamento de
escopalamina pura, na busca por alternativas na obtencdo de maior rendimento
(LUNARDI et al., 2007).

A cultura de plantas medicinais, para utilizacdo na producao de fitoterapicos,
bem como a obtencdo de seus metabdlitos isolados, esta sujeita a variagdes do
clima, da disponibilidade de nutrientes do solo para semear, doengcas, métodos
variados de selecdo e secagem, os quais influenciam a qualidade e quantidade, e
variacdo inerente de componentes ativos que surgem de plantas das mesmas

espécies com caracteristicas genéticas diferentes (TREASE, 1996).

1.1.2 Aspectos Ecoldgicos

E uma espécie que cresce frequentemente em lugares Umidos, que cresce
espontaneamente a beira de rios e em varzeas Umidas, terrenos baldios, orla das
matas, e nas proximidades das habitagcdes. Desenvolve-se melhor em regides de
clima temperado até subtropical umido. Geadas podem ser prejudiciais, mas a planta
rebrota apds o periodo mais critico (REITZ, 1966).

Brugmansia é encontrada na natureza principalmente em locais destruidos,
por exemplo, apds destruicdo do “tapete de plantas” por deslizamento de terra ou
vendavais. Na maioria das vezes, sdo culturas secundarias em lugares onde ha
influéncia humana, ou em regides de impacto pela atividade humana, por exemplo,
locais planos, ao redor de plantacdes, beira de estradas ou em locais de despejo.
Em todos esses lugares, o solo é principalmente rico em nitrogénio. Na regido que
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envolve os municipios de Pelotas, Rio Grande, Sao Lourenco do Sul, Jaguarao,
Cangugu, Tapes observa-se, como vegetacdo associada, a mamona (Ricinus
communis L.) e ipoméia (lpomea purpurea Lam.) (Figura 4).

Figura 4 - Trombeteira associada com Ricinus em cérrego em bairro no
Municipio de Pelotas, biétipo branco.

1.1.3 Aspectos Etnofarmacoldgicos

O estudo das plantas bioativas cresce anualmente no Brasil e no mundo.
Junto com estes estudos aumentam o interesse e o conhecimento sobre os diversos
principios ativos, dentre os quais, os alcalbides, que possuem atividade bioldgica e
enorme utilidade.

Assim, sdo descobertas as plantas medicinais, mas também as toxicas.
Estas costumam ser belas, com suas flores coloridas e atrativas, trazendo um
grande risco as pessoas que as desconhecem. A partir da utilizagcdo empirica das
plantas, sdo obtidas novas drogas, formando um vastissimo arsenal fitoterapico. O
Brasil é detentor de diversidade cultural e étnica que resultou em conhecimentos
passados de geracdo a geracdo sobre usos e manejo da planta (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).
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Na medicina popular, existe grande variacao nas indicacdes e na forma de
uso da trombeteira. Algumas citagcbes como: banho de vapor com as folhas, bem
como, o cigarro das folhas e flores secas e enroladas entre as maos sao usados
para tratamento de tosses rebeldes e bronquites; suco das folhas € aplicado em
gueimaduras, escoriacdes, inflamacdes e hemorrdidas.

Emplastros das folhas sdo aplicados em &rea artritica e reuméatica, sendo as
folnas esmagadas e aplicadas sobre a articulacido afetada. Extratos das folhas
misturados com manteiga séo utilizados no tratamento de reumatismo articular
(COSTA, 1994; SIMOES et al., 1999).

Deve-se salientar, também, que ha relatos da populacdo de desconfiancga,
medo e curiosidade com relacdo a aproximacao e uso desta planta, informando que
as mesmas nao devem ser usadas como cha, nem ingeridas de outra forma natural
(SCHULTES e HOFMANN, 2000). Os alcaldides contidos na trombeteira sao toxicos
quando ingeridos sem estar quantificado por esta razdo suas folhas e flores secas
devem ser utilizadas exclusivamente como insumo farmacéutico.

As espécies de Brugmansia sao nativas da América do Sul. No passado a
Brugmansia v. era considerada como um subgénero da Datura. Entretanto, os
recentes e minuciosos estudos biologicos destas plantas demonstram que devem
ser classificadas dentro de um género proprio. As propriedades das espécies e sua
distribuicao local indicam uma grande relagdo com o homem (SCHULTES e
HOFMANN, 2000).

O género Datura era empregado na Asia. Na Europa ocorreu durante a
Antigliidade, quando foi utilizado quase, exclusivamente, em bruxarias e
adivinhacbes. Entre as principais plantas empregadas, o toloache (Datura innoxia
Mill.), belenho (Hyoscyamus niger L.). Na Africa eram utilizados a mandragora, a
beladona e a erva de carniola (Scopolia), e no Novo Mundo, também o género
Brugmansia, todos pertencentes a familia das Solanaceas (COUTEUR e
BURRESON, 2000)

E possivel que o uso alucinégeno da Brugmansia seja proveniente do
conhecimento de seu parente préximo, Datura, que os ancestrais dos indigenas
trouxeram ao novo mundo em fins da era Paleolitica e no periodo Mesolitico. Tudo
que se refere ao uso da Brugmansia é muito antigo, e tem um significado magico e
religioso na América do Sul (SCHULTES e HOFMANN, 2000).
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Nas zonas quentes da Amazodnia ocidental a B. suaveolens, B. versicolor e
B. insignis sao usadas sozinhas como alucinégenos ou misturadas com “ayahuasca”
(bebida preparada geralmente com duas espécies do género Banisteriopsis). Os
indigenas dos Andes da Colébmbia utilizam varias espécies silvestres e um bom
namero de cultivares locais onde tem desenvolvido profundo conhecimento sobre os
efeitos destas plantas. Estes cultivos recebem nomes nativos descritos com

variabilidade boténica e uso (SCHULTES e HOFMANN, 2000).

1.2 ALCALOIDES TROPANICOS

Os alcalbides sao bases organicas nitrogenadas encontradas em plantas.
Um ou mais atomos de nitrogénio, estdo presentes como aminas, principalmente
secundarias e terciarias, conferindo o carater basico para o alcalbide, facilitando seu
isolamento e purificagdo e permitindo a formacao de sais sollveis em agua na
presenca de acidos minerais.

O atomo de N dos alcal6ides € originado de aminodcidos, e em geral, o
esqueleto de carbono de um aminoacido particular precursor, é também largamente
mantido intacto na estrutura do alcal6ide, embora o carbono do acido carboxilico
seja frequentemente perdido por meio de descarboxilacdo. Relativamente poucos
aminodcidos precursores estdao atualmente envolvidos na biossintese de alcaléides.
No caso dos alcalbides tropanicos, participam a ornitina, aminoacido néo protéico,
que em plantas é derivada principalmente do glutamato. A ornitina fornece o bloco
de construcao C4N, para a formacao do anel pirrolidina dos alcal6ides tropanicos,
inicialmente como o cation, A’-pirrolineo. Os blocos de carbono freqiientemente
incorporados sdo também de outras vias metabdlicas, no caso dos carbonos extras
do tropano, derivados do acetato via acetil-CoA. Entretanto ha um grande numero de
alcaldides que vao adquirir seu atomo de N via reacao de transaminacao (DEWICK,
1997).

Os alcal6ides deste grupo sédo ésteres de acidos derivados do aminoacido

fenilalanina, por processo de rearranjos (Figura 5)
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As Solanaceas B. arbdrea, B. aurea, B. sanguinea, B. suaveolens e B.
versicolor contém os mesmos alcaldides tropanicos que as Daturas. Os principais
sao escopolamina (hioscina), hiosciamina, atropina, e varios alcal6ides secundarios
também do grupo tropanico, tais como norescopolamina, apoescopolamina,
meteloidina, entre outros. A escopolamina é a que aparece em maior quantidade. As
folhas e os talos de B. aurea, por exemplo, com um total de 0.3% de alcaléides,
contem 80% de escopolamina, que também é o principal alcaldide das raizes da
Brugmansia. Atualmente a espécie B.sanguinea é cultivada com fins comerciais no
Equador para a producao de escopolamina (HOFMANN, 1996).

A Brugmansia assim como outras solanaceas contem importantes alcaléides
usados por suas acoes terapéuticas. A escopolamina (hioscina) e seus derivados
tém consideravel interesse farmacéutico por causa de sua acao parassimpaticolitica,
anticolinérgica, antiemética e sedativa. E usada preferencialmente como pré-
anestésico. E um potente agente midriatico e cicloplégico, no que se assemelha &
atropina. Difere, no entanto, ndo sé quantitativamente, como por ser forte depressor
central, com propriedades sedativa e tranquilizante. Sua agdo sobre a iris e as
glandulas salivares, brbnquicas e sudoriparas é mais intensa. O uso de
escopolamina como antiespasmédica, em doses terapéuticas, causa normalmente
sonoléncia, embora as mesmas doses possam ocasionalmente produzir excitagao e
alucinacoes. Estes efeitos sdo semelhantes aqueles provocados por doses téxicas
de atropina, e que mais comumente ocorrem apés doses elevadas de escopolamina
(WEINER,1991;BROWN,1991). A escopolamina pode ser usada na desintoxicacéo
de viciados pela heroina sem causar dependéncia (YANG et al., 1996; SOUZA et al.,
2004).

A atividade antimuscarinica da hiosciamina é devida a forma levogera (I-
hiosciamina) normalmente existente e que é duas vezes mais potente que a atropina
(dI-hiosciamina). Quanto a atividade central, a I-hiosciamina é 8 a 50 vezes mais
potente que o isdémero dextrégiro. E usada na medicina especialmente como
midriatica. A hiosciamina e seus derivados sao de consideravel interesse na
industria farmacéutica. Em combinagcdo com outras drogas € usada em
medicamentes contra tosse e asma. (BROWN, 1991; COSTA, 1994; BRINKER,
1993/94; SOUZA et al., 2004).

A atropina é parassimpaticolitica, tendo efeito anticolinérgico e
antiespasmddico sobre os musculos lisos. Também Inibe a secrecdo do suco
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gastrico, das mucosas do nariz, boca, faringe e brénquios. Por via oral, parenteral ou
instilacdo no olho, provoca midriase. Em doses toxicas provoca inquietacao,
aumenta a irritabilidade e causa alucinacbées. A atropina ndo deprime o sistema
nervoso central, quando em doses clinicas. E bronco-dilatadora (BUDAVARY1989;
WEINER, 1991; BROWN, 1991; SOUZA et al., 2004).

Existe pouco conhecimento detalhado da enzimologia de formacao dos
metabdlitos secundarios. Vias metabdlicas secundarios competem com metabolismo
primario por precursores, podendo envolver a ligacao de enzimas das vias primarias
e secundarias e genes particulares que devem ser ativados, uma técnica que
atualmente é importante area de pesquisa. Propor transformacéo expressiva requer
conhecimento meticuloso da via de biossintese dos alcaldides (TREASE, 1996).

Para obter fontes melhoradas de produtos farmacéuticos, a engenharia
metabdlica tem feito esforco em desenvolver plantas com modelo otimizado de
alcaldide. A fonte comercial atual de escopolamina é a Duboisia , cultivada na
Australia, Indonésia e Brasil (TREASE, 1996).

O futuro da pesquisa desses alcalbéides encontra-se no desenvolvimento de
sistemas alternativos de producédo e no desenvolvimento de plantas com espectro
melhorado de alcaldides para a produgdo mais eficiente de farmacos atualmente
isolados de plantas cultivadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Durante os ultimos anos uma das areas que vem se expandindo
rapidamente é a aplicagcdo da cultura artificial de células de plantas, tecidos e
orgdos, desenvolvendo também o estudo de plantas medicinais. Os principais
tépicos incluem o desenvolvimento e a expansdao da produgdo comercial de
biomedicamentos, a descoberta de metabdlitos novos, a selecdo de plantas
medicinais,a elucidacdo dos caminhos de biossintese de metabdlitos secundarios
com isolamento de enzimas correspondentes, e a melhoria de plantas medicinais por
intermédio da genética (TREASE e EVANS, 1996).
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1.3 ASPECTOS BASICOS DA ASSIMILAGCAO PRIMARIA DE NITROGENIO EM
PLANTAS

1.3.1 Principais formas de N disponiveis as plantas

O nitrogénio (N) figura entre os elementos minerais mais abundantes nas
plantas e um dos principais fatores para seu crescimento. E constituinte de
moléculas organicas importantes como clorofila, proteinas e os acidos nucléicos,
RNA e DNA, em fitohorménio acido indolacético, citocininas e poliaminas, e ainda
em metabodlitos secundarios, como alcaléides que embora com concentracdes
reduzidas, desempenham fungdes importantes (SALISBURY e ROSS, 1991;
BUCHANAN, 2000; GRUISSEM, 2001 ;JONES,2005). As plantas possuem a
capacidade de assimilar o N inorganico, disponivel no meio ambiente, representado
pelo nitrato e aménia presentes no solo. O N do ar ndo é aproveitavel diretamente
pela planta, mas incorporado com ajuda de microorganismos, através de processo
simbiético (KERBAUY, 2004).

Os ions nitrato (NO3) e aménio (NH;") sdo prontamente utilizados pela
planta, embora, na maioria dos solos, o NH," seja rapidamente oxidado a NO3™ por
bactérias nitrificadoras. O NH," prevalece em solos acidos e inundados ou em areas
com vegetacado cujas raizes exsudam inibidores do processo de nitrificagao e resulta
principalmente da mineralizagdo de matéria organica (MARSCHNER 1995;
MATTSSON e SCHJOERRING, 2002). Em solos agriculturaveis bem aerados,
entretanto, a média anual de concentragdo de NH," é geralmente de 10 a 1000
vezes menor que aquelas de NOgs', raramente excedendo a 50 uM (MARSCHNER
1995).

1.3.2 Absorcao e transporte de N inorganico em plantas
Sob nutricdo mista de N (NO3 mais NH,*), o NH," é frequentemente a forma

preferencial de absorcido de N pela planta (SASAKAWA e YAMAMOTO, 1978;
GOJON et al., 1986; GLASS e SIDDIGI 1995; GAZZARINI et al.,1999).
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O NH4" é absorvido pelas raizes por processo ativo, quando a concentragdo
externa € baixa, e por processo passivo em altas concentracbes. O processo ativo €
mediado por uma proteina transportadora localizada na membrana. Apds absorcao,
o ion é rapidamente assimilado na forma organica, tendo em vista que o acumulo de
NH4" pode prejudicar a planta. O cultivo com alta concentragcdo de NH4* pode levar a
morte das plantas, porém, as concentracdes toleradas variam de espécie para
espécie. As gramineas absorvem a maior parte do seu N como aménio, o qual é
assimilado nas raizes. Algumas plantas (Lolium, Bromus) tratadas com esse ion,
também pode transporta-lo via xilema, para ser assimilado nas folhas (MATTSSON e
SCHJOERRING, 2002).

O NOg', ao contrario do NH4", é absorvido pelas raizes apenas por processo
ativo. A absorcao do NO3 é mediada por uma proteina transportadora localizada na
membrana.

O nitrato absorvido nas células das raizes pode ser armazenado
temporariamente no vacuolo ou reduzido a NH4", que neste caso é usado
principalmente para sintese de glutamina e asparagina. Estes dois aminoacidos
podem ser transportados as folhas pelo fluxo transpiratério nos vasos do xilema. Em
varias espécies, quando a capacidade de assimilacdo do nitrato pelas raizes esta
saturada, o NO3 liberado das raizes aos vasos do xilema, é carreado pelo fluxo
transpiratorio as folhas. Grandes quantidades de nitrato podem ser armazenadas
nos vacuolo de folhas (HELDT, 1997).

1.3.3 Reducao do NO; em plantas

Os principais locais na planta para a reducéo do NO3 séo as folhas e raizes
(KERBAUY, 2004).

A maioria das espécies ja estudadas apresenta atividade da enzima
redutase do nitrato (RN) nas folhas. Entretanto, a importancia relativa da raiz e folha
na assimilacdo do NO3; depende de dois fatores: a atividade da RN na raiz e a
disponibilidade de NO3 no meio. Espécies com capacidade muito baixa em assimilar
o NOj3 nas raizes (por exemplo, espécies de Gossypium, Xanthium e Cucumis)
enviam todo o ion absorvido (via xilema) para assimilacdo nas folhas (HOPKINS,
1999). Espécies com alta capacidade em assimilar o NOs™ nas raizes (por exemplo,
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Lupinus spp.) dificiimente tem essa capacidade superada pelo NO3s™ absorvido, e,
consequentemente, a importancia da folha na assimilacéo do ion é pequena. Porém,
a maioria das espécies sao intermediarias em termos de capacidade de assimilar o
NOj3 nas raizes. Nesses casos, a folha torna-se importante apenas quando o NO3
no meio estiver em concentracdo suficiente para superar a capacidade de reducéao
da raiz. Plantas como cevada (Hordeum vulgare) e girassol (Helianthus annus)
translocam proporcées equivalentes de NOj3, aminoacidos e amidas, e rabanete
(Raphanus sativus) transloca somente cerca de 15 % de nitrogénio como NOg
(PATE, 1973).

A reducdo completa do NO3 até NH," requer oito elétrons. Ocorre em duas
etapas, cada uma envolvendo doadores de elétrons especificos (SODEK, 2004)
(Figura 6).

NADH +HY  NADT 6 Fd"/3 NADPH (+H) 6 Fa"™/3 NADP
(2 e) {60

\/ ot o

NH,"
R RING

NGy P NOY

Figura 6 - Reducao do nitrato em aménio (SODEK,2004)

O primeiro passo é catalisado pela enzima redutase do nitrato (RN),
localizada no citoplasma, enquanto a redutase do nitrito (RNi) esta localizada no
cloroplasto (tecidos verdes) ou plastideos (tecidos nao-verdes), catalisa o segundo.

Na maioria das espécies estudadas, a enzima RN tem NADH como doador
especifico de elétrons. Entretanto, em algumas espécies a enzima utiliza tanto
NADH como NADPH. Essa enzima biespecifica pode ocorrer isoladamente ou junto
com a enzima monoespecifica. Em soja sdo conhecidas trés isoformas, uma
induzida pelo NOj3 e especifica para NADH e duas formas constitutivas, uma
especifica para NADH e outra biespecifica. A estrutura molecular de RN é bastante
complexa, sendo a enzima constituida de duas subunidades idénticas de 110 a 115
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kDa. Cada subunidade é composta de regides distintas, envolvidas na transferéncia
de elétrons do NADH até o NO3 (SODEK, 2004).

Em funcdo da importancia estratégica da RN no metabolismo de N em
plantas, constituindo a principal porta de entrada do N no metabolismo da planta. E
natural que existam varios mecanismos de controle da sua atividade. Os dois
principais pontos de regulacdo ocorrem a nivel de transcricdo (inducdo) e pos-
traducdo. A primeira & mais lenta (leva algumas horas) e é responsavel por algumas
das mudancas diarias de atividade, como, por exemplo, 0 aumento na atividade
durante as primeiras horas de luz do dia, quando o fluxo transpiratério leva o NOg3
até a folha, resultando na inducéo (sintese de novo) da enzima (SODEK, 2004).

Outro importante mecanismo de controle ocorre a nivel de poés-traducao.
Esse processo de ativacao/desativacao € bem mais rapido (leva alguns minutos) e
pode ser importante, por exemplo, para “desligar” a enzima quando a planta passa
da luz para o escuro, pois havendo falta de ferredoxina reduzida, evita-se a acumulo
de nitrito, que é toxico as plantas. O processo de ativacdo/desativagdo envolve a
transformacdo da enzima de uma forma inativa para ativa (e vice-versa) por
mecanismo de fosforilacdo e desfosforilagdo (KERBAUY, 2004).

A luz influi indiretamente na atividade da RN na folha, provocando mudancas
numa série de ions e metabdlitos envolvidos nesse mecanismo de regulacdo. Com a
fotossintese, ocorre aumento no teor de aglcares fosforilados (como triose P) e
queda em fosfato inorganico (em funcdo do aumento de ATP, por exemplo),
proporcionando condicdes favoraveis para a ativacdo da RN (SODEK, 2004).

A luz também esté envolvida na regulacao da RN a nivel de transcricédo (via
fitocromo). A oscilagdo diaria de atividade entre os periodos de luz e escuro se
mantém quando a planta é transferida para luz continua, comprovando que a enzima
obedece a um ritmo circadiano. Outros fatores que influem na sintese da enzima séo
0 gas carbdbnico, sacarose e alguns metabdlitos nitrogenados, estando NO3™ entre os
mais importantes. O NO3" tem forte influéncia sobre todos os componentes da sua
assimilacao. Além da propria RN, o NO3 regula as proteinas de transporte (absorcao
de NOj3) e as enzimas RNi, glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase
dependente de ferredoxina [GOGAT(Fd)]. No caso da folha, é importante frisar que
nao € o teor de NOs presente que € importante na inducdo da enzima, mas a
quantidade trazida pelo fluxo transpiratério (SODEK, 2004).
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A segunda enzima do processo de assimilacdo do NO3’, a redutase do nitrito
(RNi), € localizada nos cloroplastos das folhas e em plastideos da raiz . A enzima do
cloroplasto esta melhor caracterizada: possui ferredoxina como co-fator, e, portanto
os elétrons sao fornecido pelas reacdes fotoquimicas. Sua estrutura é constituida
por um unico polipeptideo de 60-70 kDa, que contem um grupo tetra-hidro porfirina
contendo ferro (siro-heme) e um agrupamento 4Fe-4S no centro ativo, responsavel
pela transferéncia de seis elétrons da ferredoxina ao nitrito até a sua redugao em
NH;*. A enzima da raiz € menos conhecida. Aparentemente, recebe elétrons de uma
proteina semelhante a ferredoxina, que, por sua vez é reduzida por NADPH gerado
na via das pentoses-fosfato (SODEK, 2004).

1.3.4 Assimilacdo de NH;* em plantas

Em plantas superiores, a glutamina sintetase (GS, EC 6.3.1.2) é enzima
chave envolvida na assimilagdo de nitrogénio inorganico em formas organicas. A
GS catalisa a condensagdo de amoénio ATP-dependente com glutamato para
produzir glutamina, que fornece grupos nitrogenados, diretamente ou via glutamato,
para a biossintese de todos os compostos nitrogenados na planta (FORDE e
CULLIMORE,1989).

Dois grupos de isoenzimas de GS, plastidica (GS2) e citosélica (GS1), foram
identificadas em plantas superiores (CREN e HIREL,1999). Na maioria de plantas
superiores a GS2 é predominante em tecidos clorofilados, sendo localizada no
estroma do cloroplasto (PEREIRA et al.,1992). O isolamento do cDNA codificando
GS2 permitiu a demonstragcdo que em muitas espécies esta isoenzima é codificada
por um gene nuclear unico. Estudos prévios demonstraram que esta isoenzima é
indispensavel para a reassimilagdo de amdnio liberado do ciclo de nitrogénio da
fotorrespiracdo A importancia fisiologica da GS2 foi mais tarde demonstrada usando
plantas transgénicas superexpressando a GS2 nas folhas. Estas plantas
incrementam a capacidade fotorrespiratéria quando crescem sob estresse osmotico
e alta intensidade de luz (HOSHIDA et al., 2000).

A conversao da glutamina (GIn) em outros aminoacidos envolve inicialmente
a acao da glutamato sintase (GOGAT) que catalisa a transferéncia do grupo d-amino

da GiIn para a posicao a-ceto do a-cetoglutarato, produzindo duas moléculas de
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glutamato (Glu), as custas do poder redutor fornecido pelo NADH ou Fdx
(ferredoxina) (LEA e IRELAND, 1999).

A distribuicdo 6rgao especifica sugere maior papel da Fdx-GOGAT na
assimilacao primaria de N e fotorrespiracdo nas folhas, enquanto NADH-GOGAT
teria a funcédo predominante na assimilagéo primaria nas raizes (BUCHANAN,2000).

A assimilagcdo de aménio em Glu e GIn € prontamente distribuida no
metabolismo da planta, porque estes aminoacidos sao doadores de nitrogénio na
biossintese de aminoacidos, acidos nucléicos, e outros compostos contendo N
(SALISBURY, 1991).

Uma vez que o NH;* foi assimilado pelo ciclo GS/GOGAT, o Glu pode ser
rapidamente convertido em outros aminoacidos pela acao das transaminases. Uma
dessas enzimas, € essencial para a formacdo de aspartato, necessario para a
sintese de asparagina: envolve a transaminacao entre Glu e oxaloacetato pela acao
da glutamato oxaloacetato transaminase (GOT), produzindo aspartato e a-
cetoglutarato (LEA e IRELAND, 1999). Portanto, a GOGAT, juntamente com a GS,
mantém o fluxo de N a partir de NH," em GiIn e Glu (LEA et al., 1990).

A asparagina (Asp), € formada via acdo da enzima asparagina sintetase
(AS), a partir de Asp e GiIn, com hidrélise simutdanea de ATP em AMP (LEA e
FOWDEN, 1975; SHI et al., 1997). Neste caso, a GIn tem o papel de doador de N
para formar o grupo amida (Figura 7).

Este trabalho teve como objetivos caracterizar a composicao nitrogenada
transportada na seiva do xilema, o teor endégeno de moléculas nitrogenadas e a
atividade da redutase do nitrato e da glutamina sintetase em raizes e folhas em
plantas de Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Presl cultivadas sob
diferentes fontes de nitrogénio; verificar o potencial dessa espécie como matéria-

prima para o isolamento de alcaldides tropanicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E CONDIGOES DE CULTIVO

Estacas de Brugmansia suaveolens obtidas a campo no Municipio de
Pelotas, RS, Brasil (Ponto 54 31°45’'S e 52°19’'W; elevagéo 8 m.), a partir de plantas
selvagens de bibtipo amarela, sob a orientacdo e identificacdo da Profa. Maria
Antonieta Oliveira, profa de botanica da UCPel e do prof. Luciano do Amarante, do
Departamento de Bioquimica-IQG da UFPel. Excicatas foram depositadas no
Herbario do Departamento de Boténica, Instituto de Biologia, da UFPel.

As estacas desprovidas de folhas, com cerca de 0,3 m de comprimento e
0,01m de diametro, foram cultivadas em vasos plasticos de trés litros, contendo
vermiculita como substrato e mantidas em casa de vegetacdo. A vermiculita foi
lavada em agua corrente, durante 4-6 horas, antes de ser utilizada para o cultivo das
estacas. As plantas floresceram cerca de 90 dias apds o inicio da aplicacao dos
tratamentos.

As plantas foram nutridas, com solugdo Hoagland e Arnon (1938) com
variagdes na fonte de nitrogénio, colocando-se duas vezes por semana 300 mL de

solucao por vaso, em vasos contendo uma planta, respectivamente.

2.1.1 Solucgoes nutritivas

As plantas cultivadas foram nutridas com solucdo Hoagland completa (NO3
= 15 mM) ou substituindo-se a fonte de nitrogénio, seguindo-se as mesmas
proporcoes estabelecidas para as plantas cultivadas com os tratamentos com as

variadas fontes de nitrogénio.
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Foram preparadas solucées baseadas na solucdo de Hoagland e Arnon
(1938), uma com NOj3 (+N10), 10 vezes concentrada, e outra sem NOjs (-N), e
outras trés utilizando-se a solucao —N, anterior, acrescida de fontes alternativas de
N, conforme abaixo:

Solucao +N10: Ca(NO3)2.4H,O (50 mM); KNO3 (50 mM); MgS0O4.7H.0 (20
mM); KHoPO4 (10 mM); HsBO;3 (0,46 mM); MnCl..4H>0 (0,091mM); ZnSQO4.7H.0
(7,65 uM); CuS0O4.5H,0 (3,20 uM); HoMoOy4 (0,56 puM).

Solucao —N: MgS0,4.7H.0 (2 mM); KHoPO4 (1 mM); CaS04.2H.0 (2 mM),
K>SO4 (2 mM); H3BO3 (0,046 mM); MnCl,.4H20 (9,1 uM); ZnSO,4.7H.0 (0,765 uM);
CuS04.5H,0 (0,32 uM); HoMoOy4 (0,56 pM).

Solucao de Aminoacidos : Solucdo —N adicionada das solugcbes dos
aminodcidos fenilalanina (5mM); arginina (5mM) e glutamina (5mM).

Solucao NH4NO;: Solugédo —N acrescida de nitrato de aménia (NH4NO3) 7,5
mM

Solucao (NH4)2S04: Solucao —N mais sulfato de amoénia (NH4)2S04 7,5 mM

Todas as solucbes foram preparadas com macronutrientes e
micronutrientes, exceto o ferro. O ion foi adicionado a solucao +N ou —N apenas no
momento de se colocar as solugbes nas plantas. Para isso, acrescentou-se a
solugéo +N (devidamente diluida) ou —N, 1 mL/L, de uma solugéo de Fe-EDTA 1000
vezes concentrada, contendo Nax-EDTA (33,2 g/L); FeS0O,4.7H,0O (25 g/L) e NaOH
(3,65 g/L).

2.2 TRATAMENTOS EMPREGADOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Influéncia do NOs;’, NH;*, NO3;NH, e aminoacidos sobre o transporte e

assimilacao de N

Os experimentos foram conduzidos com a finalidade de caracterizar a
composicao nitrogenada transportada no xilema e a assimilacdo primaria do N, na
presenca dos ions NOsz'e NH;*, NO3sNH, e aminoacidos. O primeiro, foi constituido

de quatro tratamentos: um controle com plantas nutridas com NO’3 como Unica fonte
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nitrogenada, outro grupo de plantas recebendo NH,", outro NO3NH,4 e por ultimo um
grupo recebendo aminoacidos (fenilalanina, arginina e glutamina) como Unica fonte
de nitrogénio, todas as solugdes na concentracao de 15 mM para o elemento N,
durante aproximadamente doze semanas. Os tratamentos foram aplicados
colocando-se inicialmente 1 L de solugdo contendo N na concentragédo 15 mM, sem
impedimento da drenagem, visando saturar todo o vaso com a solucéo e nas etapas
posteriores, 200 mL em intervalos de trés dias. Nesse experimento foram coletadas
a seiva de xilema, raizes e folhas, para analise da composicdo aminoacidica, teor de
aminoacidos livres totais (ALT), teor de nitrato e aménio, e quantificacdo do teor de
proteinas nas folhas e raizes e clorofilas nas folhas. Para coleta de folhas foi eleito o
terceiro par de folhas, contando como primeiro, o par de folhas logo apds o nd,
enquanto que das raizes foram coletadas as extremidades.

O segundo experimento foi constituido de cinco tratamentos: um controle
cultivado sem N (N-), além dos tratamentos com as diferentes fontes de N do
experimento anterior, todos aplicados as plantas durante noventa dias, quando
atingiam o florescimento. Nesse experimento foram coletadas, o segundo par de
folhas expandidas a partir do apice, descartadas as nervuras principais, e raizes da
metade inferior, para analise da atividade da redutase do nitrato (RN) e a atividade
da glutamina sintase (GS). O teor de aménia na seiva do xilema, nas folhas e raizes

foi também determinado.

2.2.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em blocos ao acaso com quatro repeticdes.
Um vaso, com uma planta, representava a unidade experimental. Aos dados
quantitativos obtidos, foi aplicada a andlise de variancia e, nos casos significativos,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade
(GOMES, 1990) utilizando-se o programa estatistico SPSS.
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2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 Coleta de exsudato do xilema

A coleta de exsudato de xilema foi realizada entre 10 h e 12 h conforme
McCLURE e ISRAEL (1979). Com auxilio de lamina de barbear foi feito um corte em
bisel no caule principal , separando a parte aérea das raizes. Em seguida, a regiao
do corte foi lavada com agua destilada e enxugada com papel absorvente, iniciando-
se entdo, a coleta de exsudatos com auxilio de microcapilares de vidro. Os
exsudatos foram coletados durante uma hora em tubos do tipo Eppendorf, os quais
permaneceram em banho de gelo. Apés a coleta o material foi conservado em
congelador, para analises posteriores.

2.3.2 Extracao de aminoacidos, nitrato e amodnia de raizes e folhas

O sistema radical previamente lavado em agua corrente para retirada da
vermiculita e sais aderidos a superficie, e posteriormente as raizes foram lavadas
em agua destilada gelada varias vezes, enxugadas em papel filtro e aferidas as
massas. Para uniformizar o material utilizado, foram coletados cerca de 1 g das
extremidades das raizes e folhas eleitas para analise, apds limpeza com agua
destilada e secagem imediata em papel filtro, foram descartadas as nervuras
principais e aproximadamente um grama de massa fresca foi amostrada das folhas
selecionadas.

Apos as raizes e folhas foram maceradas com N liquido e armazenados em
solucdo extratora M:C:W ( metanol:cloroférmio:agua; 12:5:3; v/v/v) na proporcéao de
10 mL por grama de massa fresca, sob refrigeracdo. O extrato foi entdo obtido
segundo Bieleski e Turner (1966), com pequenas modificacdes. O homogeneizado
foi centrifugado a 4000 rpm durante 10 min, em tubos de vidro reforcado. O
sobrenadante foi coletado e o precipitado ressuspenso novamente em MCW,
seguido de nova centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min. O precipitado (material
vegetal, residuo) foi mantido no tubo, para posterior extracdo de proteinas. Os
sobrenadantes foram entao reunidos, para se obter o extrato total de 15 mL, em
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MCW. A cada 4 mL desse extrato, foi acrescentado 1,0 mL de cloroférmio e 1,5 mL
de agua pura, filtrada em filtro milli-Q. A mistura foi agitada e deixada em repouso
por 24 horas, para separacao de fases. A fase superior, aquosa, foi coletada com
auxilio de pipetador automatico e concentrada por evaporacao até aproximadamente
10 mL de seu volume em banho-maria a 40°C por cerca de 24 h, com os objetivos
de eliminar o excesso de metanol e residuos de cloroférmio presentes. Os extratos
foram entdo armazenados em tubos Eppendorf, em congelador, para posterior

andlise dos metabdlitos (Figura 8).

Amostra

MCW
Centrifugar 4000 rpm

l |

Precipitado Sobrenadante
NaOH 0,1 N
Centrifugar 4000 rpm 4:1:1,5 ( MCW; CH5CI;H,0)
¢ ¢ 4 A 4
Ext. Aquoso Alcalino Precipitado Ext. Cloroférmio Ext. Aquoso Metandlico
BM a 37°C
\4
Proteina Ext. Aquoso

Aminoéacido Amonio Nitrato

Figura 8 - Esquema de extragdo de aminodcidos, aménio, nitrato e proteinas.
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2.3.3 Extracao de proteinas

O residuo obtido em 2.3.2 foi ressuspenso em 10 mL de NaOH 0,1 N,
homogeneizado com auxilio de bastdao de vidro. Apds 24 h, centrifugou-se o extrato
a 4.000 rpm por 9 min. Coletou-se o sobrenadante e adicionou-se ao preciptado
mais 5 mL de NaOH para lavar o material vegetal, folhas ou raizes, mexendo com
um bastdo de vidro por aproximadamente 10 min. Apds esse tempo, centrifugou-se
novamente e juntou-se a fragado sobrenadante inicial ( Figura 8).

2.3.4 Separacao e analise da composicao de aminoacidos da seiva do xilema e
de extrato de raizes e folhas

A separacado e analise de aminoacidos livres, realizada no Laboratério de
Analise de Aminoacidos do Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob orientagcdo do Prof. Ladaslav Sodek, foi
efetuada por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) em coluna de fase
reversa, apos derivacdo com o-ftaldialdeido (OPA) conforme PUIATTI e SODEK
(1999).

O aparelho de HPLC utilizado é constituido de duas bombas, A e B, da
marca LKB mod. 2150, controladas por um gerador de gradiente da marca LKB mod.
2152.

A separacao foi efetuada por meio de um gradiente gerado com os
solventes, tampao fosfato para a bomba A (="A”): [NapHPO4.7H.O 50 mM,
CH3COONa 50 mM, 1,5 mL de CH3COOH (pH 7,25), 20 mL de tetrahidrofurano e 20
mL de metanol especifico para HPLC em 1 L de volume final] e metanol 65 % (="B”)
para a bomba B. Ambas as solucées foram desaeradas, sendo o tampao A filtrado a
vacuo, em filtro Millipore, por meio de membrana PVDF, com 0,45 um de didmetro.

O reagente OPA foi preparado dissolvendo-se, inicialmente, 50 mg de OPA
em 1 mL de metanol especifico para HPLC, misturando posteriormente a 6,5 mL de
tampao borato-NaOH, pH 9,5 (4cido bérico 2,4 % p/v em H>O, pH ajustado com
NaOH 2 N) e filtrado em seguida em filtro Millipore em PVDF, de 0,22 um. No dia de

uso, 5 uL de 2-mercaptoetanol foram adicionados a 625 uL desta mistura.
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As amostras de seiva de xilema foram centrifugadas a 14.000 x g por 5 min,
sendo os extratos de tecidos filtrados em membrana PVDF de 0,22 um, para
posterior derivacao com a mistura OPA + mercaptoetanol.

Uma aliquota de 20 uL de amostra ou padrao foi misturada com 60 uL do
reagente OPA + mercaptoetanol em Eppendorf e agitado. Apds 2 min de reacao,
tempo suficiente para formar os derivados aminoacidos-OPA, uma aliquota de 10 uL
devidamente diluida de amostra de seiva, contendo entre 0,5 a 10 uL da amostra
original nessa mistura, ou 10 uL de extrato de folhas ou 20 uL quando amostra de
extrato de raizes, foi injetada na camara de injecdo de amostra do HPLC. Nesse
momento foi iniciada a eluicdo da mistura em gradiente dos dois tampdes, A e B
através da coluna cromatogréafica (Waters Spherisorb ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm,
da SUPELCO INC.) com fluxo de 0,8 mL/min, em um gradiente formado por
quantidades crescentes de "B” em relagdo a “A”. O gradiente foi programado para
aumentar linearmente a proporcao de “B” em relacdo a "A” da seguinte forma: 20 %
aos 0 min, 28 % aos 5 min, 58 % aos 35 min, 75 % aos 40 min, 95 % aos 56 min,
96 % aos 60 min e 100 % aos 61 min.

Ao passar pela coluna cromatografica os derivados aminoacidos-OPA foram
detectados pelo monitor de fluorescéncia Shimadzu modelo RF-530, ajustado com
comprimento de onda (A) de excitacdo de 265 nm e A de emissao de 480 nm. O
sinal do monitor foi processado por um integrador LKB, modelo 2221.

As concentragbes de aminoacidos nas amostras foram determinadas pela
area dos picos integrados, comparados aos picos de um padrao Sigma AAS-18, com
15 aminoacidos protéicos, ao qual foram adicionados os aminoacidos Asn
(asparagina) e Gin (glutamina), todos na concentragéo de 250 nmol L™

2.3.5 Dosagem de aminoacidos soluveis livres totais (ALT)

Os ALT foram determinados conforme método de YEMM e COCKING
(1955). Extratos de tecidos da raiz e folha ou seiva de xilema devidamente diluidos
em agua, padrao de leucina (0-200 nmol) e agua (branco) em volume de 1 mL, em
tubo de ensaio, foram acrescidos de 0,5 mL de tampéao citrato 0,2 M pH 5,0, 0,2 mL

do reativo de ninhidrina 5 % em metil-celusolve (éter monometilico de etilenoglicol) e
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1 mL de KCN 2 % (v/v) em metil-celusolve (preparada a partir da solucdo 0,01 M de
KCN em agua).

Os tubos de ensaio foram agitados, tampados com bolas de vidro e
transferidos para banho-maria a 100°C por 20 min. Em seguida, os tubos foram
colocados no escuro até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente foi
acrescentado 1,3 mL de etanol 60 % (v/v) completando o volume para 4 mL e feita a
agitacao dos tubos. A densidade 6tica dos padrées e amostras contra o branco foi
medida a 570 nm, sendo feitas trés repeticoes para cada amostra.

2.3.6 Dosagem de Nitrato (NO3)

A determinagédo de NOj foi executada conforme método de CATALDO et al.
(1975). Em tubo de ensaio, foram pipetados 100 uL de agua (branco), amostras e
padrdes (0,25 a 1,0 umol de NO3) e 400 uL do reagente salicilico (acido salicilico 5
% p/v em H,SO4 concentrado), agitando cada tubo. Decorridos 20 min a temperatura
ambiente, foram adicionados lentamente 9,5 mL de NaOH 2 N. Apoés resfriamento a
temperatura ambiente, os tubos foram agitados novamente e medidas as
densidades 6ticas, a 410 nm, dos padrdoes e amostras contra o branco, sendo feitas

trés repeticbes para cada amostra.

2.3.7 Dosagem de Amoénia

A determinacdo de amédnia seguiu a metodologia estabelecida por
McCULLOUGH (1967), utilizando 500 uL de agua, amostra ou padrao (20-400mmol)
e 2,5mL dos reagentes | e Il. Reagente I: Fenol 0,1 M + SNP 170 uM (Nitroprussiato
de so6dio) e Reagente Il: NaOH 0,125 + NapHPO4.12H,0OH 0,15 M + NaOCI (3% Cly).
Ap6s a adicao de 2,5 mL do reagente |, os tubos foram agitados para depois
acrescentar 2,5 mL do reagente Il. Os tubos de ensaio foram agitados, tampados
com bolas de vidro e transferidos para banho-maria a 37°C, por 35 minutos. Em
seguida, esperou-se até os mesmos atingirem a temperatura ambiente. A densidade
Otica dos padrbes e amostras contra o branco foi medida a 625 nm.
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2.3.8 Dosagem de proteinas

A determinacao de proteinas seguiu a metodologia do Kit Sensiprot Labtest:
utilizando-se o seguinte reagente: Reagente de cor composto de vermelho de
pirogalol 60 umol L™, molibdato de sédio 40 pmol L™, oxalato de s6dio 1 mmol L™, e
tampdo 50 mmol L', pH 2,5 e polioxietanol 0,1%. Em tubos de ensaio foram
pipetados 50 uL, respectivamente, de 4gua, amostras e padrdes (10-100 ug de BSA)
e adicionado 1 mL do reagente vermelho de pirogalol, sendo os tubos agitados e
determinado a densidade 6tica das amostras e padroes em 600 nm, contra o branco.

2.3.9 Dosagem das enzimas da assimilacao da amoénia nas raizes e folhas

2.3.9.1 Glutamina sintetase (E.C. 6.3.1.2)

2.3.9.1.1 Extracao

A extracdo da enzima foi realizada por método de CULLIMORE et al. (1983).
Em folhas, cerca de um grama de material, recém coletado e previamente lavado em
agua destilada gelada, foi macerado em cadinho de porcelana com N, liquido e
posteriormente homogeneizado com tampéao de extracao Tris-HCI 100 mM, pH 7,8,
contendo 1 mM de DTT, 5 mM de glutamato de sédio, 10 mM de MgCl. e 10 % de
glicerol, na razdo de 5 mL por grama de massa fresca e 20 % de polyclar AT (PVPP)
com base na massa fresca de tecido. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x
g por 20 min a 4°C e uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante foi dessalinizada em
coluna Sephadex G-25 médio, com volume total de 10 mL (PD-10; Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com tampao de extracao.

O extrato enziméatico foi obtido a partir de 1,2 g de extremidades das raizes,
recém coletadas, previamente lavadas em agua destilada gelada. O tecido triturado
em cadinho de porcelana com N liquido foi homogeneizado em tampéao, na
proporcao de 4 mL de tampao por grama de raizes e 20 % de polyclar AT, com base
na massa fresca. O homogeneizado foi filtrado, em quatro camadas de gaze,
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previamente lavadas e umedecidas com tampao de extracdo, e posteriormente
centrifugado a 20.000 x g, por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi entdo recolhido e
dessalinizado em coluna Sephadex G-25 médio (PD-10; Amersham Pharmacia
Biotech), equilibrada com tampao de extracdo para 0s ensaios enzimaticos
posteriores. Todos os procedimentos relativos a obtencao dos extratos enzimaticos
foram realizados sob temperatura entre 0 e 4°C em camara fria (Figura 9).

Amostra
PVPP (20% MF)
Tampao de extragcéao
Filtrar
Centrifugar a 20000 (+ 14000 rpm) por 20
mina 4°C
Decantar
A 4 A 4
Precipitado Sobrenadante
2,5 ml coluna (pré lavada
com H,O MilliQ)
Extrato Coluna
Eluir com 3,5 ml de
tampao de extragdo
A 4 \ 4
Coluna Extrato enzimatico
lavar com H,O MilliQ (amostra dessalinizada )

Figura 9 - Esquema de extracao da enzima glutamina sintetase.

2.3.9.1.2 Dosagem da atividade da GS

A atividade da GS foi dosada pelo método semi-biossintético, segundo
CULLIMORE et al. (1982). Nesse caso, foi realizada a medi¢cdo de 7y-glutamil
hidroxamato, produto da reagédo obtido quando a hidroxilamina (NH>.OH) é utilizada
como substrato alternativo para o NH,*. Este método foi utilizado para analise de
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rotina, devido a dificuldades em se obter uma rapida separacéo da glutamina, do
substrato glutamato:

M92+
Glutamato + NHoOH + ATP —  y-glutamil hidroxamato + ADP + Pi + H.O
GS

Apoés padronizados o tempo de reacao e o volume de extrato, de forma a se
ajustar a velocidade de reacdo dentro da regido de linearidade da curva da atividade
enzimatica, foram definidos os ensaios para folhas e raizes conforme descrito a
seguir.O ensaio foi realizado em tubos contendo Glutamato (Glu), 100 mM;
hidroxilamina 8,0 mM; ATP, 8,0 mM; MgCl,, 16mM; Tris-HCI, 10 mM pH 7,8 e 160
uL de extrato bruto duas vezes diluido, para folhas e 960 uL de extrato bruto para
raizes, em 1,6 mL de volume final. A reacao foi iniciada pela adicido do extrato
enzimatico ao meio de reagdo pré-incubado a 30°C, seguida de agitacdo suave do
tubo. Ap6s 1 min da adicdo do extrato ao meio foram retiradas aliquotas de 500 uL
nos tempos 0, 10, 20 e 30 min. A essas aliquotas foram acrescentados 600 uL de
FeCl; (HCI 0,67 M; TCA 0,20 M e FeClz 0,37 M), para interromper a reagao
(FERGUSON e SIMS, 1971). Em seguida foi realizada a centrifugacao dessa mistura
a 10.000 x g durante 5 min, a temperatura ambiente, para remocao das proteinas.
Durante os ensaios, nos controles foram incluidos o extrato enzimatico e todos os
reagentes do meio de reacdo conforme descrito acima, exceto o ATP. Para os
calculos de atividade enzimatica foram consideradas as leituras observadas nesses
controles.

As absorbancias foram obtidas pela leitura em fotdbmetro semi-automatico
Labquest, usando como branco uma mistura de 600 uL do reagente paralizante e
500 pL de tampéao do ensaio. A quantidade de y-glutamil hidroxamato produzida foi
estimada a partir da curva de calibracdo de v-glutamil hidroxamato com
concentracdes de até 1 mM.

Foi adotado, como andlise de rotina, o método semi-biossintético, por
fornecer resultados confiaveis, relativamente préximos aos obtidos pelo método
biossintético. Os valores de atividade obtidos por meio do ensaio colorimétrico (semi-
biossintético) apresentaram cerca de 80 % dos valores de atividade estimados
pelo método biossintético (AMARANTE, 2002).
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2.3.9.2 Dosagem da redutase do nitrato ( E. 1.6.6.1)

A determinagéo da redutase do nitrato foi feita empregando-se o ensaio in
vivo modificado por QUEIROZ et al., (1991).

2.3.9.2.1 Obtengéao da fonte de enzimas

As coletas de material vegetal, folhas e raizes foram realizadas em

horario fixo, 9 h. Esse procedimento foi adotado, para permitir a comparacao da

acao enzimatica nas diferentes condicbes do experimento, com o objetivo de

minimizar a variagao de irradiancia ao longo do dia, sobre a atividade da enzima.

As amostras de tecido fresco de folhas e raizes foram lavadas com agua

Milli-Q gelada, e imediatamente colocadas 0,2 g de raiz e 0,05 g de folha , em
tubos de ensaio contendo solucdo tampao fosfato 50mM, pH 7,5 contendo n-
propanol 2% (v/v) e nitrato de potassio (KNO3) 200 mM.

Essas amostras foram infiltradas a vacuo, 15 mm Hg, duas vezes, durante

um minuto, com a finalidade de aumentar a penetracdo da solucdo tampao e

substrato nos tecidos (Figura 10).

Amostra

Tampao com KNO;

Vacuo -15 mm Hg por 2 min

BM 30 min a 30° C no escuro
Transferir para BM fervente 5 min
Filtrar com seringa

Precipitado

Filtrado (amostra)

Figura 10 - Esquema de obtengao da enzima redutase do nitrato.
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23.9.2.2 Dosagem da atividade da RN

Depois da obtengdo da enzima redutase do nitrato, os tubos de ensaio
contendo o material vegetal e tampao foram incubados em banho-maria a 30°C por
30 minutos ao abrigo da luz, e transferidos para banho-maria fervente por 5 minutos,
objetivando a paralisacdo da reacdo. Imediatamente, o meio de reacéo foi filtrado
com filtro de microfibra de vidro acoplado a saida de seringa descartavel de volume
de 10 mL, com a finalidade de retirar o material vegetal, sendo o filtrado obtido
utilizado para dosagem de nitrito. O volume de 1 mL de filtrado foi transferido para
tubo que continha previamente 0,5 mL de sulfanilamida a 1 % em HCI 2 N. Em
seguida adicionou-se 0,5 mL de n-(1) naftil etilenodiamino a 0,02%.

A leitura foi feita em espectrofotémetro a 540 nm, sendo a atividade da
enzima determinada pela quantidade de NO’; produzido, comparando os valores
obtidos com a curva padrao de nitrito em quantidades variando de 50 a 500 nmol de
NO;'.

2.3.10 Determinacao do teor de clorofilas

As dosagens foram realizadas a partir de solucdo extratora de
dimetilsulféxido (DMSO), com base em HISCOX e ISRAELSTAM (1979).

Discos foliares com 177 mm? foram retirados do terceiro par de folhas recém
coletada, sendo desprezadas as nervuras centrais e colocados em DMSO, na
propor¢cao de 10 mL por disco foliar, em balées volumétricos com tampa, de 10 mL,
utilizados para evitar a perda do solvente. Os balbes foram fechados e mantidos em
banho-maria a 65 °C, durante 30 min. Apds terem sido resfriados no escuro, foram
determinadas, em espectrofotdmetro, as densidades 6ticas a 645, 646 e 663 nm. Os
teores de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais (a + b) foram calculados com base
nas equacoes prospostas por ARNON (1949): Ca = (12,70 x Aees) - (2,69 X Agys); Cb
= (22,90 X Aess) - (4,68 x Agss) € Ca+b = (20,20 x Aess) + (8,02 X Agss).
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2.3.11 Analise de alcaldides

2.3.11.1 Obtencao da amostra

Folhas apicais e flores de Brugmansia suaveolens, selecionadas da planta
selvagem, usada para obtencéo de estacas, foram retiradas a fim de servirem como
material vegetal a ser realizada a prospeccao. Todo o material coletado para anélise
passou pelo processo de selecdo, conforme SHARAPIN (2000). Quatro amostras de
10 g de material fresco e triturado com N liquido foram utilizadas para extracdo de

alcaléides.

2.3.11.2 Extracao

As aliquotas obtidas conforme descrito no item anterior, foram submetidas
ao refluxo com 100 mL de acido sulfurico 1% (Merck), por 15 minutos. Os extratos
foram filtrados a vacuo, e, a trés aliquotas de 1 mL, foram adicionadas 0,1 mL,
respectivamente, dos Reagentes de Dragendorff, Mayer e Bertrand (BP Appendix),
para verificar o aparecimento de precipitado. O extrato acido restante foi alcalinizado
com aménia concentrada (pH maior que 10, medido com papel indicador de pH
Merck). O extrato aquoso alcalino foi extraido duas vezes com 15 mL de cloroférmio.
A fase orgénica foi reunida e evaporada em temperatura ambiente. A fase aquosa foi
acidificada, realizadas as reagdes anteriores, para verificar se todo alcaléide foi
extraido, e apds descartada (Figura 11).
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Amostra

H2SO4 1%
Filtrar  vacuo

Marco Extrato Aquoso Acido
Alcalinizar
Cloroformio
Extrato cloroformico Extrato Aquoso Alc.
Evaporar
Residuo
CCD.

Figura 11 — Esquema de extracdo de alcalbides.

2.3.11.3 Identificacao

A cromatografia de camada delgada (CCD) foi escolhida por dar informacdes
rapidas e portanto aplicada frequentemente para uma triagem inicial (DRAGER,
2002).

A identificacdo qualitativa dos alcaléides em extratos obtidos de folhas e
flores de Brugmansia foi realizada por meio de cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC), utilizando-se placas do tipo silica-gel G F254 (20x20) Merck.

O residuo da amostra foi dissolvido em metanol Merck para HPLC, e o
hidrobromidrato de escopolamina e atropina, de referéncia (Sigma), foram
preparadas conforme United State Pharmacopeia (USP 24) na concentracao de 10 e

20 mg, respectivamente .
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Apo6s aplicagdo de aproximadamente 2 pL de solugdo das amostras e
substancia quimica de referéncia, a placa foi transferida para cuba cromatografica
saturada contendo: cloroférmio, dietilamina e acetona. Apés o sistema eluente atingir
150 mm acima do ponto de aplicacao, a placa cromatografica foi retirada e mantida
em repouso até evaporacado completa do sistema eluente.

A visualizacao das manchas foi obtida apds a revelacdo em UV 254 nm e

exposicao da placa cromatografica a vaporizacdo com o reagente iodo platinico.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TRANSPORTE E ASSIMILACAO DE NITROGENIO EM PLANTAS DE
Brugmansia  suaveolens = NUTRIDAS COM DIFERENTES FONTES
NITROGENADAS

Um conjunto de experimentos foi conduzido para estabelecer os padrdes de
transporte e de assimilagcdo de N em Brugmansia suaveolens cultivadas na presenca
de NH4NO3;, aminoacidos, NO3 e NH4".

3.1.1 Composicao nitrogenada da seiva do xilema e constituinte do sistema
radical e aéreo de plantas de Brugmansia suaveolens nutridas com diferentes
fontes de nitrogénio

Na seiva do xilema a concentragéo de nitrato foi significativamente superior
nos tratamentos NO3 e NH4s,NO3; em relacéo as plantas crescidas com aminoacidos
e NH,4", apresentando valores proximos entre si. Os teores de nitrato na seiva de
xilema das plantas cultivadas na presenca de aménio ou aminoacidos como unica
fonte de N, mostraram-se reduzidos néo diferindo entre si (Figura 12).

A concentracao de nitrato em raizes das plantas sob o tratamento com NOj3
foi mais elevada, ndo havendo diferenca significativa em relacdo ao tratamento
NH4sNOs; No entanto, teores significativamente inferiores foram detectados nos
tratamentos com NH;* e aminoacidos. Em folhas, os tratamentos com NH;NO; e
aminoacidos provocaram diferenca significativa superior nos niveis de nitrato em

relacéo ao tratamento com NH;*, enquanto no tratamento com NOj3™ o teor desse ion
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foi intermediario, ndo diferindo significativamente dos demais tratamentos (Figura
12).
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Figura 12 - Teor de nitrato em seiva do xilema, raiz e folha de
plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em vermiculita na
presenca de NH4NOjz;, aminoacidos (AA), NOs e NH,". Médias
seguidas de mesma letra entre tratamentos, para xilema, raiz ou
folha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

O teor de ambnio no xilema embora nao significativo pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%, mostrou resposta semelhante a encontrada em relacéo ao ion nitrato:
teores mais elevados na seiva de plantas nutridas com NO3s e NH4NO3, e inferiores
nos tratamentos com aminodacidos e NH4 (Figura 13).

Em raizes, concentragéo significativamente maior de aménio foi determinada
no tratamento com aminoacidos, em relagcdo aos das plantas nutridas com NOg,
ocorrendo menor valor entre os tratamentos com as quatro fontes nitrogenadas. Os
teores de amodnio nos tratamentos NH," e NH4NO3 foram semelhantes nao diferindo
significativamente daqueles encontrados nos demais tratamentos. Em relagdo aos

teores de amdnio nas folhas ndo houve uma variagdo consideravel (Figura 13).
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Figura 13 - Teor de aménio em seiva do xilema, raiz e folha, de
plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em vermiculita na
presenca de NH4NOjz;, aminoacidos (AA), NO3 e NH,". Médias
seguidas de mesma letra entre tratamentos, para xilema, raiz ou
folha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Na presenga de NH," e AA, ocorreu um aumento significativo do teor de
aminodcidos totais (ALT) na seiva do xilema e na raiz, em relagdo ao tratamento
com nitrato. Na presenca de nitrato de amoénio foram determinados valores
intermediarios, sem diferir dos demais tratamentos, no xilema. Enquanto, na raiz o
teor de AA foi significativamente inferior, ndo diferindo com tratamento com nitrato.

Em folhas, os teores foram semelhantes nos quatro tratamentos (Figura 14).
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Figura 14 - Teor de aminoacidos totais em seiva do xilema, raiz e
folha de plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em
vermiculita na presenca de NH4sNO3, aminoéacidos (AA), NOs e
NH4*. Médias seguidas de mesma letra entre tratamentos, para
xilema, raiz ou folha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

A composicdo aminoacidica transportada no xilema de B. suaveolens
indicou que glutamina (GiIn) é o principal aminoacido presente nas plantas nutridas
com NH4NO3, aminoacidos (AA) e NH4*. Embora o teor de GIn tenha sido também
elevado na seiva de plantas nutridas com NOgs, nesse tratamento houve uma
mudanca do perfil aminoacidico comum aos demais tratamentos, com teores de
homoserina (Hser) em quantidades semelhantes aos do aminoécido GIn. Proporcao
elevada de GiIn, acima de 70%, foi obtida nos tratamentos com NH4sNO3 (71,19%);
AA (74,93%); e NH4" (71,80 %), seguida de Hser (20 %). Enquanto, no tratamento
com NOj esta proporcao foi equivalente entre Gin (38,29%) e Hser (38,06%), sendo,

portanto, os aminoacidos predominantes na seiva do xilema (Figura 15).
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Figura 15 - Composicao de aminoacidos (%) predominantes da seiva do xilema de
plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em vermiculita na presenga de
NH;NO3, Aminoacidos (AA), NO3 e NH,"

Outros aminoacidos foram encontrados no xilema em concentracées muito
inferiores, assim o aspartato (Asp) maior no tratamento com NOj3 (3,91%) e em
menor propor¢ao no tratamento com NH4sNO;3 (1,46%), sendo o terceiro aminoacido
nestes dois tratamentos. Menor teor foi registrado no tratamento com aminoacidos
(1,05%) e bem inferior no tratamento com NH,4" (0,55%). A Gly (1,50%) foi o terceiro
aminoacido, em quantidade no tratamento com aminoacidos como fonte de
nitrogénio, e no tratamento com NOj3 (3,01%) e inferior a 1% nos demais
tratamentos. Na presenca de NH,", a Asn (1,18%) foi quantitativamente o terceiro
aminodcido transportado. Ainda no xilema, no tratamento com NOj’, consideravel
teor de acido gama-aminobutirico (Gaba) (3,17%) foi detectado. Valores inferiores
foram detectados no tratamento com NH4NO; (1,44%) e abaixo de 1% nos demais
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tratamentos. Ainda, a treonina (Thr) foi o aminoacido com maior concentracdo no

tratamento com NO3™ (3,01%) e no tratamento com aminoacido (1,39%) ( Figura 16).
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0,00+

Gly Thr Asn Asp Ser Gaba Arg Lys Tyr Glu Val Leu lle Phe Ala Met His X2
Aminoacido

Figura 16 - Composi¢cao de aminoacidos com teores abaixo de 4 % transportados
em seiva de xilema de plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em
vermiculita na presenga de NH4NO3, aminodacidos (AA), NO3 e NH,".

Em raizes, predominaram os aminoacidos Hser (31,42 %; 42,46 %; 44 %);
GIn (26,14 %; 21,82 %; 33,25 %) e Asp (15,41 %; 17,15 %; 9,48 %), concentracdes
determinadas respectivamente nos tratamentos com NH4NO3; aminoacidos e NH,".
Enquanto que na presenga do ion NO3 houve uma distribuicdo mais homogénea
entre 0os quatro aminoacidos Hser (26,34%), GiIn (15,29%), Ala (11,35%) e Gaba
(10,88%) (Figura 17).
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Figura 17 - Composicdo de aminoacidos (%) predominantes em raizes de
plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em vermiculita na presenga de
NH4NO3;, aminoéacidos (AA), NOs” e NH,".

No tratamento com amobnio, Hser e GIn juntamente, corresponderam a
proporcdo de 77,25% do total de aminoacidos, maior valor encontrado entre os
tratamentos, que associado ao maior incremento de ALT, sugere a importancia
desses dois aminoacidos na assimilacdo de N na presencga exclusiva de aménio. O
aminodcido Asp com 9,48% e os aminoacidos Thr, Ser, Ala e Glu cada um com
concentracdes menores de 2% e os demais com valores inferiores a 1% (Figuras 15
el7).

Nas plantas nutridas com AA, a proporcao (Hser + Gin) foi de 64,28 % do
total de aminoacidos encontrados em raizes, concentracdo mais baixa em relacédo
ao tratamento com amoénio, devido a menor concentragdao de Hser, além de menor
concentracao de ALT. Houve, também, incremento significativo na concentracao de
Asp, 17,15 %. Ainda, os aminoacidos Thr, Glu, Gly e Gaba atingiram cada um

proporcao préxima de 4 %, contribuindo os demais aminoacidos com menos de 1 %.
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No tratamento com NH4sNO3; a proporcao Hser + Gin alcangou o menor valor em
relacdo aos tratamentos AA e NH," (57,56 %), ocorrendo nesse caso menor teor de
GIn. Do total de aminoacidos, Asp contribuiu com 15,41 %, o Glu com 7,12 %, sendo
o percentual mais elevado deste aminoacido encontrado entre as quatro diferentes
formas de N. Ainda, o Gaba e Ser atingiram individualmente 4,5 % do total, Thr e Ala
aproximadamente 2 % e outros com menos de 1 % (Fig.15 e 17).

A maior alteracdo no perfil aminoacidico em raizes foi observado no
tratamento com ion NOj3’, onde tanto o teor de ALT foi significativamente menor,
quanto a proporcao Hser + GIn, perfazendo apenas 41,64 %. O Asp correspondeu
ao menor teor entre todos os tratamentos (3,05%), que somado a Thr, Ser e Lys
giraram em torno de 12,50% do total. Por outro lado, Ala e Gaba corresponderam a
concentracdes significativas entre os tratamentos (11,35% e 10,88%),
respectivamente. Ainda, uma substancia n&o identificada designada por Xa,
contribuiu também em teor relativamente elevado (14,34%). O aminoéacido Gly foi
detectado em concentracao inferior a 3 % e Glu, Phe, lle e Leu contribuiram
individualmente com menos de 2 % do total (Fig.14, 17 e 18).
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Figura 18 - Composicdo de aminodacidos presentes em propor¢ao inferior a 18 %
em raiz de plantas de Brugmansia suaveolens, cultivadas em vermiculita na
presenca de NH4;NO3, aminoacidos (AA), NOs” e NH,".

Em folhas, o aminoacido GIn predominou em todos os tratamentos,
correspondendo a valores préximos entre si, desse modo, NH4sNO3 (51,69%), AA (
47,48%), NO3 (45,12%) e NH;* (47,14%). Entretanto, a proporcdo dos demais
aminoacidos variou com a fonte de N, sendo estabelecido para os tratamentos com
NH4NO3 ou AA, as seguintes proporcoes respectivas: Hser (18,82 % e 23,83 %), e
Asp em menor quantidade (14,62 % e 14,05 %). Nos tratamentos com NO3 e NH4*
foram determinados teores relativamente mais elevados de Asp em relacdo a Hser
para esses tratamentos: Asp (19,13% e 19,36%) e Hser (16,73% e 17,62%). O Glu
correspondeu ao quarto aminoacido em ordem decrescente de concentracao
encontrado em folhas para a maioria dos tratamentos, sendo verificada a seguinte
ordem entre os tratamentos: NOj3 (9,21%), AA (8,35%), NH," (7,27%) e NH4NO3
(3,55 %). Nesse ultimo tratamento o Gaba foi detectado em concentracao levemente
superior ao Glu (4,19%), e presente em proporcao inferior a 1 % nos outros
tratamentos. A Phe contribuiu com 252 %, 2,18 %, 1,95 % e 1,96 %,
respectivamente para os tratamentos com AA, NO3', NH;* e NH4NO;3 (Figura 19).
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Figura 19 - Composi¢do de aminoacidos predominantes em folhas de plantas de
Brugmansia suaveolens, cultivadas em vermiculita na presenca de NH4NO; |,
aminoacidos (AA), NO3; e NH,".

Outros aminoacidos em concentragdes inferiores a Gin, Hser, Asp e Glu
foram encontrados em folhas: Ser variou entre 1,50 % e 2,0 % para os tratamentos
NOs, NH;" e NH;sNO3 e menos de 1% no tratamento com AA. O aminoacido Asn foi
equivalente em NH4" (1,54%) e NO3 (1,41%) e inferior a 1% nos outros tratamentos.
Ala correspondeu a 1,19% em NH4NO; e inferior a 1% nos outros. Os aminoacidos
Arg, Val, lle, Leu, Lys, proporcionalmente inferiores a 1% em todos os tratamentos,
bem como Tyr, apenas ndo detectada no tratamento AA e Met registrada somente
em NH4NO;z;. O aminoacido His ndo foi detectado em nenhum dos tratamentos
(Figura 20).
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Figura 20 - Composicao de aminoé&cidos inferior 19 % em folha de plantas de
Brugmansia suaveolens, cultivadas em vermiculita na presenca de NH4NOg,
aminoacidos (AA), NOs e NH4" .

Ao se comparar a influéncia das diferentes fontes nitrogenadas sobre o
padrao de transporte de aminoacidos no xilema verificou-se nas plantas tratadas
com o NO3 um padrao diferenciado em relacdo ao encontrado em plantas sob as
outras formas de nutricdo. A aplicacdo do NOs™ na concentragdo de 15 mM causou
diminuicao consideravel da proporcao de Gin e aumento de Hser no xilema e o efeito
inverso, teores elevados de GiIn e mais baixos de Hser nos tratamentos com
aminoacidos, amonio e nitrato de aménio.

As folhas de plantas de trombeteira tiveram proporcdes relativamente altas
de GIn e Hser seguida por Asp e Glu, tendo este ultimo aminoacido um decréscimo
no tratamento com NH4NO; e, também, onde foi detectado maior concentragéo de
Gaba (Figuras 19 e 20).
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A propor¢do mais baixa de GIn nas folhas, em relacdo a transportada no
xilema sugere uma utilizagdo rapida dessa amida na parte aérea. Por outro lado, as
diferencas encontradas com relacao ao teor de GIn nas folhas, parece explicar muito
pouco as variacdes encontradas no xilema frente ao tratamento com NOj'.

O elevado teor de GIn no xilema de plantas nutridas com aménio comparado
aquelas sob NOgs', sugere que a proporcao deste aminoacido na seiva de xilema é
dependente da concentracdo do ion NH4". O elevado teor de ALT, neste tratamento
reforga esta hipétese, indicando incremento da sintese de aminoacidos nas plantas,
especialmente GIn. O aumento dessa sintese induzido pelo NH4" poderia ser
justificado, pelo menos em parte, por ndo haver necessidade de reduzir NO3" a NH,"
antes de ser incorporado em compostos organicos. Por outro lado, a elevagédo de
GIn no xilema das plantas crescidas sob AA sugere absorcao desta amida presente
neste tratamento. Ainda ndo pode ser descartada, a producao de GIn decorrente da
assimilacao de nitrato, uma vez que foram detectados teores significativos desse ion
em raizes submetidas a esse tratamento, provavelmente decorrente de processo
bacteriano, uma vez que tais experimentos foram desenvolvidos em um periodo de
trés meses em condicdes ndo-assépticas.

Os teores de Gin no xilema mantiveram correspondéncia com os teores de
GIn nas raizes. Nas plantas nutridas com NOj’, os teores detectados no xilema e
raizes foram inferiores aos encontrados nas plantas sob os demais tratamentos.

Os teores elevados de Gaba e Ala encontrados nas raizes, em comparacao
com o0s encontrados na seiva de xilema, nas plantas tratadas com NOg3’, sugere que
esses aminoacidos desempenham funcdes especificas no metabolismo desse
orgdao. Em tecidos de raizes de Ricinus, a composicdo de aminoacidos foi
significativamente diferente daquela transportada no xilema, a qual sugere que a
absorcao de aminoacidos no xilema € um processo seletivo (SCHOBERT e KOMOR,
1990).

Entre os diferentes tratamentos, no xilema e raizes e mesmo nas folhas,
foram detectados teores inferiores de ALT nas plantas nutridas com NO3’, bem como
as maiores alteracdes da composi¢cao de aminoacidos, sugerindo mudanca na via de
assimilacao do N e maior grau de similaridade entre a composicdo de aminoacidos
transportada no xilema das plantas nutridas com AA, NH," e NH; NOs.

Em raizes, a concentragao de proteinas foi relativamente baixa em todos os

tratamentos. Porém, as plantas nutridas com aminoacidos, NH;" e NH4NO3
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apresentaram valores significativamente superiores em relacdo ao tratamento com
NOs;. Em folhas os teores detectados foram muito semelhantes sem diferir

estatisticamente (P<0,05)(Figura 21).
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Figura 21 - Teores de proteinas soluveis totais em raizes e folhas,
de plantas de Brugmansia suaveolens cultivadas em vermiculita na
presenca de NH4NOjz;, aminoacidos (AA), NOs e NH,". Médias
seguidas de mesma letra entre tratamentos, para raiz ou folha, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os teores de clorofila a, b e total, nos tratamentos com NH4*, NHsNOs3,
aminoacidos e NO3 nao foram significativos entre si pelo Teste de Tukey (P< 0,05)
(Figura 22).
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Figura 22 - Teores de clorofilas a, b e total em folhas de
Brugmansia suaveolens cultivadas em vermiculita na presenca de
NH4NO3, aminodcidos (AA), NOs e NH4". Médias seguidas de
mesma letra entre tratamentos para folha n&o diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.1.2 Atividade das enzimas redutase do nitrato (RN; EC 1.6.6.1) e glutamina
sintetase (GS; EC 6.3.1.2) em raizes e folhas de plantas de Brugmansia

suaveolens nutridas diferentes fontes de nitrogénio

A atividade da redutase do nitrato (RN) nas raizes atingiu valores
significativamente superiores nas plantas nutridas com NOg’, tratamento no qual o
teor de nitrato no tecido de raiz alcangou os maiores niveis, portanto onde esteve
presente a maior disponibilidade do substrato da enzima. A atividade de RN
decresceu nos tratamento com NH4sNO3; e NH,*, sendo severamente reduzida no
tratamento com AA. A atividade da RN nas folhas e raizes pode ser induzida pela
presenca do substrato (GALANGAU et al.,1998; VICENTZ et al.,1993) entdo a
concentragao de NOj™ estimula a sintese da enzima (HEWITTET et al., 1976) a qual
junto com a quantidade de Gin livre sejam provavelmente os metabdlitos chave que
governam a capacidade de reducdo do NOj; na planta (SOLOMNSON e
BARBER,1990). Em condigées de baixo teor de GIn e disponibilidade de NOj3, a
atividade da RN e a capacidade de reducdo de N aumentam, enquanto que em
quantidades elevadas de GIn diminuem a reducao do N e decresce a atividade da
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RN. A RN é uma enzima chave no processo de assimilagdo de nitrato pelas plantas
(Figura 23).
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Figura 23 - Atividade da redutase do nitrato em folhas e raizes de
plantas de Brugmansia suaveolens, cultivadas em vermiculita na
presenca de NH4NOjz;, aminoacidos (AA), NO3 e NH,". Médias
seguidas de mesma letra entre tratamentos para raiz ou folha, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Nas folhas a atividade da RN foi muito superior a atividade em raiz, cerca de
25-30 vezes, quando foi fornecido N na forma mineral e cerca de 80 vezes no
tratamento AA. Entre os tratamentos ndo houve diferenca consideravel, sendo
detectada no tratamento AA a menor atividade. Os resultados demonstram que a
reducdo do NO3z em B. suaveolens ocorre preferencialmente na parte aérea,
independente da disponibilidade de nitrato, o que pode ser apoiado pelas
quantidades de nitrato encontradas no xilema e presentes nos tecidos das raizes e
foliares nos tratamentos com NH;* e AA, concentracbes provavelmente
disponibilizadas pelo processo de nitrificacéo.

A atividade da GS nas raizes foi igual para todos os tratamentos, pois nédo
diferiram estatisticamente (P< 0,05). No entanto a atividade da GS nas folhas foi
bem superior do que na raiz. Nas plantas nutridas com NOg3’, a atividade da GS foi
significativamente inferior em relagdo aos demais tratamentos. As elevadas
atividades de GS e da RN reforcam a hipétese de serem as folhas os sitios
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preferéncias de reducdo do nitrato e de assimilacdo de aménio, independente da

fonte nitrogenada (Figura 24).
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Figura 24 - Atividade da glutamina sintetase em folhas e raizes
de plantas de Brugmansia suaveolens, cultivadas em
vermiculita na presenca de NH4sNO3, aminoacidos (AA), NO3 e
NH,". Médias seguidas de mesma letra entre tratamentos para
raiz ou folha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

3.1.3 Caracterizacao e Identificacao de alcaléides

No intuito de oferecer alternativa mais simples e menos onerosa, foi testada
a cromatografia de camada delgada contra padrdo, como método para detectar os
alcaldides escopolamina e atropina em folhas e flores de Brugmansia suaveolens.

O resultado obtido demonstra a similaridade das manchas, comprovando a
presencga da escopolamina e atropina nas amostras analisadas. A proximidade entre
os valores de Rf obtidos nos padrdes e nas amostras e o espectro de absorcédo no
UV e revelacao quimica com o reagente iodo platinico indicaram a presenca destes
dois farmacos. Ainda, outras manchas foram detectadas mas nao identificadas com
caracteristicas de alcaléides. Os valores de Rf 0,63 e 0,79 representam

respectivamente os alcaléides atropina e escopolamina (Figura 25).



Figura 25 - Analise cromatografica de extrato de folhas e flores de
Brugmansia suaveolens.
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4 CONCLUSOES

Os resultados mostrados no presente trabalho permitem concluir que em
Brugmansia suaveolens a reducao do nitrato e assimilacdo do amoénio ocorre
preferencialmente nas folhas. O aminoé&cido glutamina constitui o principal composto
organico nitrogenado de transporte no xilema, resultante da assimilagcdo do ion
amdnio, seguido de homoserina. O fornecimento exclusivo de nitrato resulta no
transporte de proporcbes equivalentes de glutamina e homoserina, como
consequéncia da assimilagdo do ion. A espécie selvagem coletada no estadio de
floragdo apresenta os alcalbides escopolamina e atropina em folhas e flores.
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