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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, agua, ar, flora, fauna,
energia), de preservar e conservar a natureza sdo cada vez mais necessarias para a
sociedade moderna acarretando em uma busca constante por sistemas de produgao
agropecuarios apoiados em principios ecolédgicos e naturais.

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu atual plano diretor de
pesquisa (2008-2011), desenvolvimento e inovagdo com a seguinte missdo “gerar
conhecimentos e viabilizar tecnologias e inovagéo apoiados nos processos agrobiologicos,
em beneficio de uma agricultura sustentavel para a sociedade brasileira”.

A série documentos n® 253 intitulada “Metabolismo do carbono nos nddulos” discute
processos fisiologicos e bioquimicos relacionados ao custo energético da formagéo de
nddulos e do seu funcionamento em leguminosas inoculadas com rizébio. O entendimento
destas vias metabdlicas que regulam o balango energético nas plantas é de suma
importancia para estudar a fixagéo biologica de nitrogénio visto que este processo consome
grande quantidade de carboidratos derivados da fotossintese. As informagdes disponiveis
nesta publicagdo podem ajudar a estudantes, técnicos e pesquisadores a compreenderem
melhor a importancia de se buscar plantas mais eficientes na conversdo de energia dos
processos fotossintéticos, como forma obter cada vez mais, a substituicdo dos fertilizantes
nitrogenados obtidos em processos quimicos industriais por fixagéo biolégica de nitrogénio
na busca de uma agricultura sustentavel.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Metabolismo do Carbono nos Nodulos

Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara
Veronica Massena Reis

Introducao

A base material e energética para a evolugcdo da vida na Terra foi
criada por meio da atividade fotossintética dos organismos
autotréficos. Os produtos finais da fotossintese sdo o oxigénio e o
carbono assimilado, sendo ambos, igualmente importantes para todos
0s organismos vivos. O oxigénio tornou-se condigdo prévia para a
respiracao, enquanto que, os carboidratos tornaram-se substratos
universais para a respiracdo e o ponto de partida para diferentes vias
metabdlicas.

Associado ao oxigénio e ao carbono, o nitrogénio € um elemento
essencial aos seres vivos, sendo que do ponto de vista econémico e
ambiental, é o nutriente que mais influencia a produgcao agricola. Sua
disponibilidade biolégica no solo, juntamente com o fosforo (P),
enxofre (S) e potassio (K) tem relagdo direta com a produtividade
agricola.

Este elemento € encontrado abundantemente na atmosfera na sua
forma mais estavel (N,), constituindo cerca de 80% do seu volume
total. No entanto, nesta forma é quimicamente inerte e ndo disponivel
para 0s seres Vvivos, visto que a maioria dos organismos nao consegue
incorpora-lo a esqueletos de carbono, a nao ser que ocorra a redugcao
do N, atmosférico a N-amoniacal (MAYS-FIGUEROA, 2004).

Existem, basicamente, duas alternativas para a realizacdo da
conversao do nitrogénio molecular (N2) em amdnia (NH3): a fixagao
quimica (industrial) e a fixagao biolégica do nitrogénio (FBN). A FBN é
0 processo bioldgico de fixagdo do N, no qual a energia utilizada é o
ATP, produzido por energia solar e convertido em energia quimica,
cujos fotossintatos sao importantes porque: geram forga redutora e
ATP para o sistema nitrogenase; sao substratos para o crescimento e
manutencdo das células microbianas e suprem esqueletos de
carbono, ATP e forca redutora para a assimilacdo de NH; (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006).



No processo da FBN, a funcionalidade da fixacdo do N, € garantida
pelo estabelecimento de um eficiente sistema vascular no interior do
nodulo, que supre as bactérias fixadoras com nutrientes. A nutricao
basica desses microrganismos constitui-se na fosforilagdo oxidativa
dos produtos elaborados nas folhas pelo processo da fotossintese
(sacarose, glicose e acidos organicos), liberando energia para as
bactérias. Estas, por sua vez, fixam o N,, o qual, por meio da acao da
enzima nitrogenase, € reduzido a NH;. Em seguida, a aménia fixada é
assimilada na forma de ureidos ou amidas, cuja origem é proveniente
da agdo da glutamina sintetase e da glutamato sintase. Cerca de 90%
do nitrogénio total presente na seiva do xilema da das leguminosas
tropicais, € translocado na forma de ureidos em direcdo a parte aérea
da planta (VARGAS & HUNGRIA, 1997)

Para sua atividade, os bacterdides precisam de N gasoso (N;) como
matéria prima; produtos da fotossintese, que sdo desdobrados na
presenca de oxigénio (O,) para formar adenosina-trifosfato (ATP),
gerando a energia necessaria a redugao do Nj; nitrogenase, como
sistema enzimatico que reduz N, a NHj; um sistema doador de
elétrons e, por fim, um substrato receptor da amdnia produzida para
sua posterior incorporagao ao metabolismo nitrogenado da planta na
forma de ureido (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O metabolismo do carbono nos ndédulos é, portanto, a base do
processo da FBN, haja vista que os nodulos necessitam assimilar
carbono como fonte de energia para os microsimbiontes e para
fornecer esqueletos de carbono para a assimilagdo do amoénio
produzido para o desenvolvimento e Dbiosintese de amido
(SCHUBERT, 2002).

O metabolismo do carbono e a fixacao biolégica de
nitrogénio

A FBN é um dos processos mais importantes da natureza e os
requerimentos essenciais para seu estabelecimento sao:
microrganismos procarioticos; presenca da nitrogenase; exclusao do
oxigénio molecular e fonte de carbono organico. Sua eficiéncia,
portanto, se baseia no suprimento de fotoassimilados para os
bacterdides nos nddulos; manutengcao de baixas concentragdes de
oxigénio (O3) no interior do ndédulo e rapida exportacdo do nitrogénio
fixado (RICHTER, 1993).
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A estabilidade do gas N, € devida a presenca de uma forte ligacéo
triplice entre as duas moléculas de N. Consequentemente, a redugao
biolégica deste nitrogénio tem um custo energético muito alto, o que
restringe este processo a apenas algumas espécies de procariotos
gue possuem a enzima nitrogenase, capaz de reduzir N, para a forma
inorganica combinada ao NH; (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O metabolismo dos carboidratos nos nodulos fornece energia e
poder redutor para os bacterdides e células corticais e também
os esqueletos de carbono para o transporte do nitrogénio fixado.
A sacarose, produto da fotossintese € a principal fonte de energia
para o0s nodulos, sendo metabolizada a dicarboxilados,
enzimaticamente, no citoplasma vegetal. Estes dicarboxilados,
entdo, suprirdo a demanda energética dos bacterdides ativos no
processo da FBN (REIS et al., 2006).

NEVES (1981) argumentou que embora a sacarose seja o
carboidrato mais abundante nos nddulos, os bacterdides isolados
sdo incapazes de metabolizar essa forma de carbono, ja que néo
possuem invertase, que esta presente, exclusivamente, no citosol
da célula vegetal.

Outros estudos indicam que existem compostos reduzidos de
carbono (C) em abundancia nos nédulos, sendo possivel a
utiizacado de mais de um composto, bem como, variacoes
qualitativas no fornecimento de compostos energéticos que
dependem do desenvolvimento do nddulo e da espécie vegetal
(REIS et al., 2006).

Neste aspecto, apesar de a sacarose ser considerada como a
fonte primaria de carbono para o crescimento, respiragao,
manutencao e fixagcdo de nitrogénio, outros acucares como, por
exemplo, glucose, inositol, arabinose e frutose, ocorrem nos
nédulos e podem servir de fonte de carbono para os bacterdides
(NEVES,1981).

No nddulo, os metabolismos do C e do N estdo adaptados ao
ambiente com baixo teor de oxigénio (O;), sendo que a baixa
concentracdo de O, no ndédulo € mantida pela geracédo de uma
barreira de difusdao no cértex do ndédulo, pelo direcionamento da
glicolise para formacdo de malato, com subsequente formacao
redutiva do succinato quando o teor de O, é alto, e pela formacéao
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de ATP no bacterdide e sintetase da leghemoglobina que se liga
ao O2 e controla a sua disponibilidade para o bacter6ide (VANCE
& HEICHEL, 1991).

O sinal essencial para o inicio da fixagcao € a redugao da tenséo de
oxigénio dentro do nédulo. Em adigdo, proteinas chaves como NifA
sao diretamente inativadas pela presenca de altas tensdes de O, em
alguns rizobios. O resultado para qualquer tipo de bacterdide é a baixa
expressdao da dependéncia de O, para a ativagdo do complexo
nitrogenase (proteina ferro e molibdénio-ferro) e a alta afinidade a
terminal oxidase cbbs.

O primeiro produto estavel no processo de fixacdo do N, € a amdnia
que é transferida do bacteroide, através da membrana peribacterioidal
para o citosol da planta hospedeira. A aménia € assimilada pela
glutamina sintase (GS) no citoplasma da célula infectada, sendo
convertida a glutamina. Em seguida ocorre a acao da glutamato
sintase (GOGAT) que converte a glutamina em glutamato (HUNGRIA,
1994).

Tem sido estabelecido que a planta provenha carbono e fonte de
energia para o bacterdide na forma de acidos dicarboxilicos,
particularmente malato e succinato (LODWIG & POOLE, 2003). Acidos
dicarboxilicos-C, entram diretamente no metabolismo via ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) e isto sugere um modelo simples de
metabolismo do bacterdide, que tem sido descrito como modelo
classico. Para usar um acido dicarboxilico-C, como o malato, uma
molécula € normalmente oxidada a oxalacetato através da malato
desidrogenase e uma segunda molécula de malato pode ser oxidada e
decarboxilada pela enzima malica a piruvato. Apds a oxidacdo do
piruvato a acetil-coA, esta pode ser condensada com oxalacetato a
citrato, permitindo que o ciclo da TCA continue (PRELL & POOLE,
2006).

O glutamato contendo o N derivado da FBN é usado na sintese de
compostos aminados que suprirao outros tecidos das plantas, sendo
que a molécula usada no transporte deste N varia entre as diferentes
espécies de leguminosas. Em geral, leguminosas de clima tropical
exportam ureidos, enquanto as de clima temperado exportam amidas
(UDVARDI et al., 1990).
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De acordo com MOREIRA & SIQUEIRA (2006), as vias de assimilagcao
da aménia diferem ndo apenas nos produtos exportados dos noédulos
para o caule e folhas, via xilema, como também no custo energético
desse transporte. Quando ureidos (alantoinas e acidos alantdicos) sao
os carboidratos transportados a relacdo C:N é cerca de 1:1, enquanto
que para amino-compostos (asparagina e glutamina) a relacéo é de
2:1, ou seja, os custos energéticos sao diferentes.

PIMENTEL (1998) cita que o custo de C para a FBN é estimado em 6
a 12 g de C g'N fixado, quando sdo incluidos os custos do
crescimento e manutencido dos nodulos, portanto um custo alto
quando comparado ao custo da redugao de NOj; nas folhas. Outros
autores consideram que a eficiéncia do processo da FBN em termos
de fotossintatos consumidos pode variar de 20 a 0,3 g de C g'N
fixado, sendo que com grande frequéncia é encontrada a variacdo de
6 a 8 g de C g'N fixado, o que corresponde a 1,2 a 1,5 mol de glicose
por mol de NH; (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A FBN é, portanto, dependente da formacdo de fotoassimilados e
consequentemente a taxa de fixacdo é proporcional a taxa
fotossintética do vegetal. Alguns estudos indicam que o pico da FBN
ocorre no inicio da floragdo, quando ha maior taxa fotossintética. Nas
fases subsequentes, ha uma diminuicdo da fotossintese e a
competicdo por carboidratos para os orgaos reprodutivos aumenta,
diminuindo a FBN (PATE, 1996). No entanto, NEVES (1981) considera
que em algumas leguminosas anuais, as taxas mais altas de
fixacdo ocorrem durante o inicio da frutificagcdo, quando também
€ observado maior acumulo de nitrogénio nas plantas.

Estudos recentes tém analisado os genes responsaveis pelo
transporte do C como substrato. WANG et al. (1989)
identificaram os genes que controlam o transporte de acidos de C4 —
dicarboxilico (dct) do Rhizobium meliloti e determinaram a sequéncia
do nucleotideo da regiao do controle do gene estrutural dctA e do
gene regulatério dctBD. Observaram que existe um elevado grau de
homologia com os genes do dct do Rhizobium leguminosarum, sendo
que em células de vida livre, os genes regulatério do dctBD sao
requeridos absolutamente para a expressao do gene do dctA,
enquanto que no ambiente do nddulo da raiz isto ndo acontece.
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Em sintese, devido ao alto consumo energético da reacao de fixacao,
o processo da FBN deve estar ligado a um suprimento continuo e
eficaz de carbono organico, para geracdo de ATP e poder redutor
correspondente.

A nitrogenase no bacterdide catalisa a reducao de seis elétrons do
nitrogénio gas a amonio e esta associado a redugéo de 2H" para H,
utilizando 16-18 moléculas de ATP (DIXON & KAHN, 2004). Amdnio é
secretado para a planta e incorporado em amidas como a glutamina e
asparagina (em varios legumes, especialmente aqueles com nodulos
indeterminados) ou na forma de ureidos que sa&o derivados das
purinas (principalmente em legumes tropicais com formacdo de
nodulos determinados) (LODWIG & POOLE, 2003). Existe uma grande
discusséao sobre a habilidade do bacterdide de assimilar amoénia fixada
para seu proprio uso. A via principal de assimilacao €& através da
glutamine sintase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) que sao
reprimidas no bacterdide, e mutantes nestes genes sao usualmente
inafetados na fixacdo de nitrogénio. A atividade da glutamato
dehidrogenase (que resulta na assimilagdo de amdénio) nédo é
detectada em rizébio, mas tem sido aclamado que alanina, ao invés de
amoénio, € o produto excretado de bacterdides isolados de soja
(PRELL & POOLE, 2006).

Alguns evidéncias tém sugerido que o metabolismo do bacterdide é
um pouco mais complexo. Experimentos tém demonstrado que
embora pequenas concentracbes de malato e succinato estimulem a
FBN, mesmo quantidades modestas de acidos dicarboxilicos s&o
inibitérias (BERGERSEN & TURNER, 1990). Bacterdides de soja
parecem responder com um pulso respiratério quando altas
concentragdes de acido dicarboxilico sao adicionadas (BERGERSEN
& TURNER, 1990). Isto pode estar relacionado com perturbacdes no
metabolismo e/ou cadeira respiratoria de bacterdides isolados, mas a
alternativa € que a oxidacao de acidos dicarboxilicos por si so resulta
em desbalanceamento do metabolismo sendo inibitorio para o ciclo do
TCA. Deve-se levar em consideracdo que bacterdides sao células em
estado de nao crescimento e precisam atingir um balango entre as
entradas e saidas de carbono e energia. Por exemplo, um excesso de
carbono e poder redutor pode simplesmente induzir a biosintese de
células em crescimento, mas podem causar problemas em células que
nao estejam em crescimento.
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Inter-relacao entre o metabolismo do carbono e do
nitrogénio

As vias metabdlicas do carbono e do nitrogénio estao interligadas de
varias maneiras. Ambas as vias utilizam a energia, os esqueletos de
carbono e o poder redutor disponiveis no metabolismo celular.
Estudos recentes tém demonstrado que o metabolismo do carbono e
do nitrogénio sdao modulados de uma forma paralela e também,
coordenada, nas plantas superiores.

A fixacdo simbidtica de N pela simbiose leguminosa - Rhizobium é um
processo muito bem regulado que envolve significativamente o inter-
relacionamento do metabolismo do C e N pela planta. Os nddulos de
leguminosas que fixam N simbioticamente sdo modelos de como
ocorre o metabolismo de C e N. Observa-se que embora os nodulos
compreendam apenas uma pequena propor¢cao do peso da planta,
consomem 13 a 28% dos fotossintatos totais da leguminosa. Esta
grande demanda do C é devido a reducdo do N, a NH3" que requer um
substancial input de energia (VANCE et al., 2005).

Segundo SCHULZE (2004), existem trés teorias que explicam a
regulacido do metabolismo do C e N e o nivel do papel da planta. A
primeira teoria é a da regulagao do suprimento do C, a qual afirma que
a taxa de fixacdo do N é regulada pelo fornecimento de assimilados
dos ndodulos ou pelo metabolismo de assimilados dos compostos que
podem ser usados pelos bacterdides. A segunda teoria considera a
regulacao do suprimento de O, e assume que a difusdo de oxigénio
dentro do nédulo é totalmente regulada e o principal fator regulador é
a taxa de fixagdo de N. Por sua vez, a terceira teoria indica a
regulacéo do feedback de N, sugerindo que o produto da fixagdo de N
ou assimilagao exerce um impacto regulador.

Um dos paradigmas da fixacédo simbidtica de N tem sido aquele que os
bacterdides reduzem N, para ambnia sem assimilagdo interna de
aminoacidos. Isto tem sido recentemente um desafio para trabalhos
com soja mostrando que apenas a alanina € excretada em
experimentos com °N marcado. O caminho da sintese da alanina tem
sido mostrado ser via alanina desidrogenase, estando diretamente
ligada ao metabolismo do C e a assimilagcdo de N no bacterdide
(POOLE & ALLAWAY, 2000).
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O custo biolégico de C na fixagdo simbidtica do N € substancialmente
maior do que o custo tedrico do C devido a intrinseca complexidade do
sistema simbidtico, incluindo o desenvolvimento do nodulo e a
manutengdo do metabolismo do C e N. Portanto, a aparente
integracdo do metabolismo do N e C nos nodulos desempenha um
papel chave nas leguminosas e no ciclo de C, bem como é
considerado como fator critico no crescimento e desenvolvimento
(VANCE et al., 2005).

De acordo com VANCE (2004), os metabolismos de C e N estéo
altamente integrados na fixacdo de N, nos nddulos e apesar da
sucrose ser o primeiro composto de C translocado para os nodulos,
ela ndo € usada pelos bacterdides para suprir o requerimento de
energia da nitrogenase. Além disso, a sucrose € metabolizada por
malato e succinato, via sintase sucrose e glicose, em coordenacao
com o ciclo TCA.

A N.+8BH*"+8 e +16 ATP + 2NH,+H_, + 16 ADP + 16 P,

B: EBcelyl-CoA + o
2 ATP M

N | NFD NfC £
P | NYK NI

| -

I ' \ ————H

INH,

Ex per N, reduced
Further
M-mwetabolism

C.amo-

roedrate<

Figura 1: Reag&o e mecanismo molecular da fixagéo bioldgica de nitrogénio. A: reagéo de redugdo
do N B: estrutura esquematica da operagdo do complexo enzimatico da nitrogenase e
subseqiiente metabolismo do nitrogénio. Os elétrons séo transportados da ferrodoxina reduzida (ou
flavodoxina) via azoferrodoxina para molibdénioferrodoxina. Cada mol de nitrogénio fixado requer
16 mol de ATP hidrolizado pela proteina NifH. O NH3 produzido é utilizado na sistese de glutamina
ou glutamato, respectivamente, para o metabolismo do N (KNEIP et al., 2007).
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Em sintese, a inter-relacdo dos metabolismos de C e N tem como
base o fato que o nitrogénio é usado na producdo dos Orgaos
fotossintéticos e o carbono produzido nesses 6érgaos € necessario
para fornecer a energia utilizada na fixagdo do nitrogénio, redug¢ao do
nitrato e assimilacido do nitrogénio em proteinas, além de fornecer os
esqueletos de carbono necessarios ao processo de assimilacao
(NEVES, 1981).

Consequentemente, a eficiéncia dos nodulos no consumo de
carboidratos depende nao s6 dos processos metabdlicos relacionados
com a utilizacdo do carbono como, também, das vias metabdlicas
envolvidas na assimilagcdo do nitrogénio e na formagao dos compostos
nitrogenados transportados do noédulo até a parte aérea.

Acao das enzimas no metabolismo do carbono

Para a fixacdo de N e assimilacdo de N fixado (aménia) dentro dos
compostos organicos, a fonte de energia é fornecida nas formas de
fotossintatos pela planta hospedeira. Em virtude dos nddulos das
leguminosas apresentarem altas taxas de metabolismo de carbono e
nitrogénio, muitas enzimas estado envolvidas na assimilacdo de C e N
e tém mostrado atividade nos nédulos quando comparados com outros
orgaos de plantas.

No inicio do processo de fixacao de N, as reacdes sdo mediadas pela
glutamina sintetase e glutamato sintase, sendo que atividades
elevadas de glutamato desidrogenase (GDH) ja foram detectadas nos
nodulos de leguminosas, tendo sido observado que a assimilagao via
GDH ocorreria pela adicdo da ambnia ao acido 2-oxoglutarato,
gerando glutamato (HUNGRIA et al.,, 1999). No entanto, devido as
baixas concentracbes de amoénia encontrada nos nodulos e ao
elevado Km da enzima (14 pM) é pouco provavel que essa via de
assimilacao seja utilizada (ATKINS, 1991).

Estudos indicam que a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC),
responsavel pela fixacdo de didéxido de carbono nas plantas C4 tem
também sido encontrada desempenhando importante papel no
metabolismo de carbono nos nodulos (KUSTER et al.,1993).

GARG et al. (2004) verificaram por meio da purificacdo da PEPC em

nodulos de leguminosas que esta € mediada pela fixagdo de CO, nos

nodulos e resulta na sintese de acido dicarboxilico, aspartato, malato e
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fumarato, os quais podem ser transportados dentro dos bacterdides
com a intervengao do transportador dicarboxilato (DCT).

Para maximizar o metabolismo de C e N em um ambiente limitado
pela presengca de O, tanto a planta como a bactéria de nodulos
efetivos apresentam adaptacdes. A glicdlise das plantas parece ser
desviada para sintese do acido malico com sintese redutiva do
fumarato e succinato, enquanto que os bacterdides dos nddulos
utilizam estes acidos organicos como combustivel para a energia da
atividade da nitrogenase (VANCE & GANTT, 1992).

THUMMLER & VERMA (1987) verificaram que nos nodulos, a sintase
sucrose é essencial para a sintese da sucrose translocada para a raiz
no suprimento do metabolismo e que os niveis de sintase sucrose
MRNA e proteina nos nddulos de soja sdo 10 a 20 vezes maior do que
aqueles dos tecidos da raizes.

Atividades das enzimas fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC, EC
4.1.1.31), malato dehidrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) e aspartato
aminotransferase (AAT, EC 2.6.1.1), sdo muito altas nos nodulos e
podem mediar o fluxo de carbono entre pools de aminoacidos e acidos
organicos (VANCE & GANTT, 1992).

SILVENTE et al. (2002) avaliando os eventos bioquimicos em nodulos
de Phaseolus vulgaris inoculado com Rhizobium etli mutante (CFN
037) e rizébio nativo (CE 3), verificaram que o conteudo de ureidos no
xilema foi menor, enquanto que os aminoacidos foram maiores em
plantas inoculadas com CFN 037 comparadas com CE 3. Dando
suporte a esses resultados, enzimas envolvidas na sintese do ureidos
foram reduzidas, enquanto a atividade do aspartato aminotransferase,
glutamato sintase, sucrose sintase e glucose-6-P dehidrogenase foram
maiores em nédulos induzidos com CFEN 037.

KAVROULAKIS et al. (2000) estudando o papel da anidrase carbdnica
(CA) em nddulos de Glycine max, verificaram que nos estagios de
desenvolvimento inicial dos nddulos a CA facilitava a reciclagem de
CO,, enquanto que em estagios mais avangados favorecia a difusao de
CO, fora do sistema do nodulo.

BOLAND et al. (1978) avaliaram doze espécies de leguminosas e
mediram os niveis da atividade da glutamina sintetase, do glutamato
dehidrogenase e do glutamato sintase NADH-dependente em extratos
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do citoplasma do nodulo. Observaram que os nodulos de todas as
espécies continham quantidades substanciais de glutamina sintetase,
sendo que os niveis de glutamato sintase foram encontrados na faixa
de 7 a 100% superiores aos da glutamina sintetase, enquanto que os
niveis de glutamato dehidrogenase variaram extensamente entre 0,2 e
150% em comparacgao aos de glutamina sintetase. Concluiram que a
assimilacdao da amoénia ocorre por meio da glutamina sintetase e do
glutamate sintase NADH-dependente, sendo estas enzimas
catalisadoras universais das reacdoes do metabolismo nos nddulos das
leguminosas.

De acordo com diversos estudos, a rota principal da assimilacao da
amonia produzida pelos bacterdides € a via glutamina sintase —
glutamato sintetase nas células hospedeiras. Entretanto, a
dehidrogenase do glutamato pode também ser envolvida na
assimilacdo da amoénia. Estas enzimas ocorrem também em culturas
in vitro de rizébio e nos bacterdides onde participam provavelmente na
sintese dos aminoacidos para o crescimento das bactérias ou dos
bacterdides. O nitrogénio assimilado na glutamina ou no glutamato é
exportado dos ndédulos em uma variedade de formas, que incluem a
asparagina, a glutamina, o aspartato, a homoserina e os alantoatos,
nas propor¢gdes que dependem da espécie da leguminosa. Estudos
sobre regulacédo do processo total focalizaram a expressao dos genes
dos bacterdides no controle da atividade das enzimas, principalmente,
a nitrogenase e as enzimas da assimilagdo do nitrogénio
(RAWSTHORNE et al., 1980).

Um outro estudo indicou que em grao-de-bico (Cicer arietinum)
associado a Rhizobium sp., toda a capacidade de sintese da sucrose
estava no citosol dos nddulos e que a atividade especifica das
enzimas envolvidas na sintese da sucrose aumentava paralelamente
com a atividade de reducao do acetileno (ARA) nos nédulos. O mesmo
ocorria com o conteudo total do N de plantas até aproximadamente 7
semanas apods o plantio, quando geralmente ocorria o florescimento.
Consequentemente, o tamanho dos nodulos e o conteudo de N nas
plantas continuaram a aumentar, mas houve uma diminuicao na ARA
e na atividade especifica das enzimas extraidas do nddulo
(COPELAND et al., 1995).
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Influéncia de estresses abidticos no metabolismo
do carbono

As bactérias evoluiram em uma ampla variedade de estratégias
metabdlicas para lidar com os ambientes variados. Algumas sao
especialistas e somente sobrevivem em ambientes restritos; outras
sao generalistas e sobrevivem em circunstancias ambientais diversas.
As especies Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium e Azorhizobium podem sobreviver e competir por
nutrientes em solo e em rizosfera de plantas, mas também, podem
formar uma simbiose benéfica com leguminosas em um ambiente
altamente especializado (PRELL & POOLE, 2006).

Manejos que diminuem o fornecimento de fotossintatos
invariavelmente decrescem a atividade dos noédulos, enquanto
aqueles que incrementam a fotossintese irdo aumentar a fixacao
e a longevidade dos nédulos.

Fatores ambientais tais como a disponibilidade de luz e CO, assim
como o estado nutricional tém um impacto profundo sobre o
suprimento de energia, esqueletos de carbono e outros substratos que
suportam o metabolismo de carbono e de nitrogénio.

Varios autores tém demonstrado que em condicbes de estresses
abidticos (déficit hidrico, temperatura e salinidade) o decréscimo na
fixacdo simbidtica também reduz a mRNA, proteina e niveis de
atividade da sintase sucrose nos nédulos de soja (GONZAVEZ et al.,
1995). Outros experimentos mostraram mudancgas periddicas na
fixacdo de nitrogénio, sendo esta mais intensa durante o dia do
que a noite (GORDON, 1991).

NAYA et al. (2007) estudando o comportamento do metabolismo de C
nos noédulos de alfafa (Medicago sativa), submetida a estresse hidrico,
observaram que as plantas expostas a moderada seca (21,3 MPa) nao
apresentavam efeito na atividade da sucrose sintase (SS), mas
mostravam inibicdo na atividade da nitrogenase (243%), na
acumulagao de succinato (136%) e sucrose (158%) e na regulagao de
genes de citosol codificado CuZn-superéxido dismutase (SOD). Por
outro lado, a intensificacdo do estresse (22,1 MPa) diminuiu as
atividades da nitrogenase (282%) e da SS (230%), mas aumentou o
malato (140%), succinato (168%) e sucrose (1435%). O estresse
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hidrico ndo afetou o gene nifH mMRNA e a expressdo do nivel de
leghemoglobina, embora tenha diminuido as proteinas MoFe e Fe.

No mesmo estudo foi verificado que a adicdo de agua as plantas
conduziu a recuperacao parcial das atividades das proteinas (75%) e
da nitrogenase (64%) e uma completa recuperacado da sucrose, com
diminuicdo do malato (248%) em relacdo ao controle (NAYA et al.,
2007).

STREETER (2003) observou que em plantas de soja (Glycine max L.)
submetidas a estresse hidrico, por um periodo de 4 semanas, durante
o desenvolvimento reprodutivo e sem qualquer suprimento de N -
mineral, ocorria uma depressao de 30 - 40% no conteudo das folhas e
vagens € um aumento de 50% na acumulacédo de polissacarideos nos
nodulos de plantas estressadas, indicando um severo declinio na
atividade da fixagcdo de N durante o estresse hidrico. O autor concluiu
que o impacto negativo sob os nédulos foi devido a depressao do
suprimento de C para os bacteroides.

Por outro lado, ao final do periodo de estresse hidrico foi observado
que a concentracdo de carboidratos, aminoacidos e ureidos foi
significativamente aumentada nos nodulos das plantas estressadas,
confirmando que sob condigbes de déficit hidrico, a atividade de
fixacdo de N nos nddulos foi diminuida porque a demanda por N fixado
foi menor para sustentar o desenvolvimento (STREETER, 2003).

Anteriormente GONZALEZ et al. (1998) haviam investigado o efeito do
déficit hidrico sobre o metabolismo de carbono e nitrogénio nos
nodulos de Pisum sativum, onde as plantas foram mantidas a -1.0
MPa por um periodo de 14 dias. Constataram que as atividades de
fosfoenolpiruvato carboxilase, glutamato sintetase, alcalino invertase,
piruvato descarboxilase, alcool dehidrogenase, uridina pirofosforilase e
malato dehidrogenase, nos nodulos, ndo foram afetadas pelo estresse
hidrico, enquanto que a sucrose sintase (SS), enzima que hidrolisa a
sucrose para sustentar o metabolismo no nédulo, diminuiu para 50%
na atividade e 25% no conteudo.

O mesmo grupo de estudo verificou em um segundo experimento, no
qual as plantas foram mantidas a -1.5 MPa, por um periodo de 14 dias
que a SS diminuiu em 75% junto com a glutamato sintase e a
aspartato aminotransferase, que diminuiram 60% e 40%,
respectivamente. Coincidentemente com o declinio destas atividades,
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houve um elevado aumento no conteudo de sucrose nos nodulos e um
pequeno aumento nos niveis de aminoacidos livres (GONZALEZ et
al.,1998).

Tem sido sugerido, recentemente que o declinio na atividade de SS e,
portanto, um reduzido potencial para metabolizar sucrose, pode ser
um importante fator para a resposta dos nodulos de soja a déficit
hidrico. Estes resultados sugerem que estas observagdes podem
ocorrer também em leguminosas com nodulos indeterminados
(GONZALEZ et al., 1998)

Com relacgéo a salinidade, FERRI et al. (2000) examinaram o efeito da
salinidade sobre o crescimento, a fixacdo de N e o metabolismo de
carbono no citosol dos ndédulos e nos bacterdides de Phaseolus
vulgaris. O objetivo do estudo foi averiguar se o0s compostos
acumulados, sob estresse salino, aumentavam a respiracdo do
bacterdide e se esta capacidade mudava a resposta para salinidade.
Foi entdo observado que as atividades da enzima no citosol foram
reduzidas nos tratamentos com sal, enquanto que no citosol do
bacterdide, as atividades da enzima aumentaram com a alta
concentracao de sal em todos os tratamentos.

Os dados apresentados confirmaram que o succinato e o malato sao
os substratos preferidos para a respiracdo dos bacterdides em feijao
comum, mas estes bacterdides podem também utilizar glicose, em
condigdes salinas (FERRI et al., 2000).

HAASE et al. (2007) analisando o efeito de concentragées de CO, na
estimulacdo da fixagcdo simbidtica e no metabolismo de carbono
avaliaram a qualidade e a quantidade da exudacéo da raiz e a fonte do
carbono para os nodulos de Phaseolus vulgaris, em concentragoes
atmosféricas ambientais (400 umol mol-1) e elevadas concentragdes
de CO, (800 umol mol™). Concluiram que elevadas concentracdes de
CO, reduziam o N do tecido e aceleravam a expressao de sintomas da
deficiéncia de N - limitante, mas n&o afetavam a producido de
biomassa da planta.

Ainda nesse estudo, verificaram que o '“CO, ndo revelou nenhuma
indicagao para um aumento geral na exudagao da raiz, com
estimulacdo subsequente do crescimento da rizosfera microbiana,
tendo por resultado o aumento da competicdo do N na rizosfera para
CO, elevado. Sendo que nos nodulos, o elevado CO, aumentou a
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acumulacdo do malato como uma fonte principal do carbono para o
microssimbionte e do malonato com funcbes essenciais para o
desenvolvimento do ndédulo (HAASE et al., 2007).

Com o objetivo de verificar a influéncia do ozénio (O3;) sobre o
metabolismo de carbono e nitrogénio, PAUSCH et al. (1996)
cultivaram soja (Glycine max [L.] Merr.) em solo enriquecido com "N
dentro de camaras e expostas a trés regimes de O;: metade do O3
ambiental, O; ambiental, e 2 x O; ambiental. A fixacdo do nitrogénio foi
estimada usando o método da diluicdo do isétopo "°N e verificaram
que o ozobnio afetou significativamente a dinamica de absorcdo e
particdo do N, em curto e em longo prazo. A exposi¢ao do ozdnio
também reduziu a quantidade do N-fixado, mas ndo afetou
significativamente o N total ou % de N nos 6rgdos e nas plantas
inteiras. Para o grao maduro, o rendimento de semente diminuiu
significativamente em todos os parametros de N, exceto N - fixado.

Esses resultados sugerem que a atividade total do nédulo foi afetada e
que a absorcado total de N foi mantida apesar das diminuicbes
significativas na % N - fixado. Portanto, a fixacdo de N foi inibida pela
translocacao dos fotossintatos reduzidos dos nédulos. No entanto, os
fotossintatos translocados foram suficientes para manter taxas
moderadas de absorcdo de N, mas ndo adequados para manter taxas
elevadas da fixagdo de N, com maior custo de energia. Em sintese, o
estudo do metabolismo do carbono sustentou a hipotese de que o
mecanismo da acdo Oj; envolve uma inibicdo da translocacdo do
carbono das folhas a outros 6rgaos (PAUSCH et al., 1996).

PIMENTEL et al. (1995) cita que se o metabolismo do carbono é
dependente de fatores abidticos, a FBN €, sem duvida, influenciada
por esses fatores. Considerando a falta de agua esta pode causar
inicialmente um aumento na FBN devido a maior disponibilidade de
gases, porém com a desidratacdo mais severa, ocorre uma redugao
drastica da fotossintese e consequentemente uma diminuicdo do
fornecimento de fotossintatos. Ou seja, qualquer efeito sobre a
producdo de fotoassimilados da planta, vai reduzir a FBN, devido a
menor disponibilidade de esqueletos de C e ATP (KRAMER &
BOYER, 1995).
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Conclusoes

As pesquisas referentes ao metabolismo de carbono, nos
nodulos, tém evoluido muito neste inicio de século,
principalmente associadas ao uso da biologia molecular nas
investigagdes que visam o aumento da eficiéncia da FBN.

Varios estudos indicam que o entendimento do processo do
metabolismo de C na planta hospedeira, bem como, da atividade
metabdlica para a assimilacdo de N na bactéria em simbiose, poderao
indicar manejos sustentaveis que contribuirdo para uma maior
economia no uso de fertilizantes nitrogenados.

Nesse contexto, destaca-se que para as leguminosas que necessitam
de uma complementacao de N mineral, o0 aumento da capacidade
fotossintética da planta e consequentemente dos fotoassimilados
contribui para o incremento na atividade da nitrogenase e
consequentemente uma melhor eficiéncia na FBN.

Eficiéncia esta, que podera ser alcancada por meio da selegao de
cultivares e de estirpes de rizébios mais eficazes, principalmente
quando se considera que cultivares mais eficientes na producao e
transporte de fotoassimilados poderdo incrementar a FBN.
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