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RESUMO

Calopogonium mucunoides ¢ uma leguminosa herbacea tropical, cuja capacidade
adaptativa a solos de baixa fertilidade e elevada acidez motivou o inicio de nossas pesquisas,
ainda durante o Doutorado. Apds 2007, diversos trabalhos por nos conduzidos, resultaram na
identificacao de alguns aspectos da fixacdao biologica e do metabolismo de nitrogénio desta
espécie na presenga de N-mineral, bem como a tolerancia de seu sistema simbidtico a
presenca de nitrato e amonio, sua capacidade de fixagdo de nitrogénio em diferentes faixas de
pH, variando do acido ao proximo da neutralidade, e, ainda, sua tolerancia a elementos
potencialmente toxicos. Com isto, espera-se mostrar um panorama geral dos avancos obtidos
no estudo do metabolismo de nitrogénio em Calopogonium mucunoides e as perspectivas
futuras que a caracterizacdo metabolica desta espécie pode abrir para novas abordagens e

aplicagoes.

Palavras-chave: nitrato, ureideos, nitrogenase, nitrato redutase, tolerancia.



ABSTRACT

Calopogonium mucunoides is a tropical herbaceous legume whose adaptive capacity low
fertility and high acidic soils motivated the beginning of our research, yet during the PhD.
After 2007, several works conducted by us resulted in the identification of some aspects of the
biological fixation and the nitrogen metabolism of this species in the presence of N-mineral,
as well as the tolerance of its symbiotic system to the presence of nitrate and ammonium, its
capacity to fix N at different pH ranges, ranging from acid to near neutrality and, yet, its
tolerance to potentially toxic elements. Therefore, it is expected to show an overview of the
advances obtained about nitrogen metabolism studies in Calopogonium mucunoides and the
future perspectives based on metabolic characterization of this species that may open for new

approaches and applications.

Keywords: nitrate, ureides, nitrogenase, nitrate reductase, tolerance.
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INTRODUCAO

Calopogonium mucunoides ¢ uma leguminosa herbacea, com habito de crescimento
rasteiro e trepador, ciclo perene, pertencente a tribo Phaseolae, subfamilia Papilionoideae,
familia Leguminosae (Fabaceae). E uma espécie ndo endémica, de ampla ocorréncia no
territorio brasileiro, o que denota sua plasticidade adaptativa em diferentes biomas (Flora do
Brasil 2020, em construgao).

A espécie ¢ muito utilizada em adubacdo verde e como forrageira, sendo
extremamente eficiente na produ¢do de biomassa (Costa, 1995; Seiffert et al, 1985), tendo a
atividade de nitrogenase com pico maximo no estadio de florescimento (Souza et al, 1996).

Até o inicio de nossos estudos, sabia-se que Calopogonium mucunoides tinha
capacidade de adaptacdo extremamente versatil a diferentes ambientes, crescendo bem em
solos de baixa fertilidade e com alta disponibilidade de aluminio, o que sugeria sua tolerancia
a esse elemento toxico (Carvalho, 1985); além disso, também haviam relatos de sua alta
adaptabilidade a uma grande faixa de pH de solo, variando de muito 4cidos (pH 4,3) a
alcalinos (pH 8,0), além de adaptar-se bem a salinidade (Souza-Filho & Dutra, 1998). Tais
estudos, citados anteriormente, foram realizados para avaliacao da capacidade de producao de
biomassa para adubacao verde ou forragem em condi¢des adversas, sem aprofundamento nas
questoes fisioldgicas e bioquimicas que permitem tal plasticidade adaptativa a essa espécie.

O fato de o nitrogénio ser um dos elementos que mais limita o crescimento e
desenvolvimento das plantas, torna o estudo de espécies fixadoras de nitrogénio
extremamente importante. Como C. mucunoides possui tolerancia a condi¢cdes consideradas
como adversas para a fixagdo biologica de N, chamou-nos a atenc¢do para a compreensao dos
mecanismos envolvidos nesta tolerdncia. Como ponto de partida, Izaguirre-Mayoral & Vivas
(1996) citavam que C. mucunoides tem alta abundancia relativa de ureideos (RUA) quando
esta fixando nitrogénio e certa tolerancia do mecanismo de fixacao de nitrogénio a exposi¢ao
ao nitrato, diferentemente do que relatava a literatura para outras leguminosas fixadoras que
abandonavam a fixagdo na presenga de nitrato. Sendo assim, durante meu doutorado procurei
entender a manuten¢do da fixagdo biologica da espécie nestas condi¢des, uma vez que esse
seria um aspecto extremamente interessante, tanto do ponto de vista ecologico quanto

agronomico.
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Inicialmente, observamos que a espécie mantinha a fixa¢do de nitrogénio mesmo
quando altas concentragdes de nitrogénio mineral estavam disponiveis no meio, tanto na
forma de nitrato quanto na forma de amonio e, além da fixagdo, absorvia e reduzia o nitrato
quando este estava presente no meio. Nestas condigdes, a atividade de NR (redutase do
nitrato) era maxima em folhas e raizes e em nodulos era proximo de zero, o que pensamos
estar relacionado a tolerancia do sistema simbiotico a presenca de nitrato (Camargos, 2007).
Como ja mencionado, este aspecto se confirmava como um resultado ecologico e aplicado
muito interessante.

Esta primeira constatagdo, com a descricdo do comportamento metabolico na presenga
de N-mineral, e os primeiros dados, ainda resultantes do trabalho de tese foram publicados em
2010 (Camargos & Sodek, 2010). Este foi o ponto de partida para a caracterizagdo da espécie
quanto a tolerdncia do mecanismo de fixa¢do de nitrogénio a exposi¢ao ao nitrato, mostrando
que esta se refere tanto ao estabelecimento quanto a manutencdo do sistema simbidtico a
presencga de N-mineral, tanto na forma de N-NO;™ (N-nitrico), quanto na forma de N-NH," (N-
amoniacal). Tais estudos indicaram que a espécie possui sistema simbidtico altamente
tolerante a presenca de nitrogénio mineral, ndo tendo a nodulacdo e fixacdo afetadas por
amonio ¢ mantendo inalteradas as taxas de fixacdo ao receber nitrato em concentragdes de até
15 mM, apresentando redugao na capacidade de fixacao ao receber 30 mM de nitrato, mas nao
levando ao abandono completo da fixagdo (Camargos & Sodek, 2010).

Estudos posteriores visaram a caracterizagdo do metabolismo de N ao longo do ciclo
de vida, na presenca de nitrato. Observamos que a atividade da enzima nitrato redutase ¢
alterada durante o ciclo de vida, havendo mudanga no sitio preferencial de redu¢ao de nitrato
com o inicio do periodo reprodutivo (Canatto et al, 2014). Também observamos que a forma
de ureideo se altera, ora acumulando mais acido alantdico, ora mais alantoina nos tecidos sem
que ocorresse efetiva diminui¢ao da capacidade de fixacao.

Na sequencia, buscamos investigar a plasticidade do processo de fixagdo a variagdes
de pH, ou seja, como espécie de Cerrado, haveria manutengdo das mesmas taxas de fixagdo de
N, em pH acido e neutro? Este foi o foco do estudo conduzido por Ferreira et al (2016) onde
observamos que a maior capacidade de fixagdo é mantida em pH acido, havendo diminuicao
do potencial de fixagdo com a elevacao do pH do meio, mas sem abandono da fixagdao em
func¢ao desta variacao.

Com foco nestas informacdes, espera-se entdo que haja uma grande capacidade
adaptativa quanto ao mecanismo de fixa¢do biologica para esta espécie, podendo esta ser

utilizada em diferentes ambientes com o objetivo de produzir biomassa, estabilizar o solo em
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areas degradadas ou melhorar sua fertilidade. A elucidacdo dos mecanismos metabdlicos e/ou
moleculares que possibilitam este comportamento, ou que levaram a espécie a este grau de
adaptabilidade, pode ser utilizado, inicialmente, como modelo de estudo, podendo gerar
futuramente perspectivas para possiveis manipulagdes moleculares de outras espécies com o
intuito de introduzir estas caracteristicas em plantas de interesse agronomico.

Assim, os primeiros estudos envolvendo a adaptabilidade de C. mucunoides em éreas
fortemente impactadas foram iniciados como colaboracdo, com foco na capacidade de
crescimento e fixacdo de nitrogénio em solos contaminados por metais toxicos, o que pode
subsidiar um grande potencial de utilizacdo da espécie. Souza et al (2014) observaram que a
espécie cresce em solos contaminados com chumbo mas, nestas circunstancias, seu
metabolismo de nitrogénio ¢ afetado, havendo alteracdes no padrdo de aminoécidos
produzidos e translocados.

Como existe esta alteragdo no metabolismo quando a planta esta crescendo em solos
contaminados por chumbo, que ndo desempenha qualquer papel nutricional na planta, haveria
alguma alteragdo do metabolismo quando em situagdes de distirbios no
fornecimento/presenga de alguns micronutrientes que, em concentracdes elevadas, tem
potencial de causar toxidez? Este é o foco de nossa pesquisa recente, ndo havendo no entanto
dados publicados ainda, os quais, portanto, ndo integrarao este documento. Até entao, temos
observado que C. mucunoides ¢ parcialmente tolerante a niveis toxicos de cobre e altamente
tolerante a niveis toxicos de boro. O crescimento inicial ndo ¢ afetado por concentracdes de
Cu até 120 mg/dm’ solo e por concentragdes de B até 480 mg/dm’ solo.

Isto, em consonancia com os dados ja publicados por Souza et al (2014) nos da um
panorama promissor de utilizacdo da espécie como fitorremediadora e, para além, como
modelo de estudo para respostas metabdlicas a estresses abidticos.

A organizagdo deste documento parte, entdo, da apresentacdo dos dados de seu
comportamento fisioldgico e tolerdncia do sistema simbidtico a presenga de N-mineral
(Capitulo I), comportamento fisiologico ao longo do ciclo de vida com plantas fixando
nitrogénio em condi¢cdes de disponibilidade de nitrato (Capitulo II), comportamento
fisiolégico e fixagdo de nitrogénio em diferentes faixas de pH (Capitulo III) e, por ultimo, as
respostas fisiologicas quando crescendo em solos contaminados por chumbo (Capitulo IV).
Com isto, espera-se mostrar um panorama geral dos avancos obtidos no estudo do
metabolismo de nitrogénio em C. mucunoides e quais aspectos poderiam ter seu estudo

aprofundado com vistas a gera¢do de conhecimento e/ou tecnologias.
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CAPITULO I
NODULACAO E FIXACAO DE NITROGENIO EM Calopogonium
mucunoides E POUCO AFETADA POR NITRATO.

Os estudos iniciados em 2003, com o ingresso no Doutorado, tiveram como ponto de
partida a quase inexisténcia de informagdes sobre o metabolismo de nitrogénio e a resposta do
mecanismo de fixagdo de nitrogénio em espécies tipicamente tropicais, especialmente quanto
a sua tolerancia ao N-mineral. Até entdo, todos os estudos deste tipo versavam sobre espécies
oriundas de clima temperado e, em sua maioria, cultivadas (ervilha, alfafa, soja, etc). Algumas
observagoes iniciais nos levavam a acreditar que o mecanismo de resposta de C. mucunoides a
presenca de N-mineral ndo se assemelhava ao perfil relatado na literatura: abandono da
fixagdo de nitrogénio na presenca de N-mineral e/ou ndo estabelecimento da relagdo
simbiotica nestas condi¢des (Bacanamwo & Harper, 1997; Chalk, 1998; Daimon & Yoshioka,
2001).

A tese de doutorado, defendida em 2007, ja deixava claro que se trata de uma espécie
altamente tolerante a presenca de N-mineral. A nodulacdo e fixacdo ndo sdo afetadas por
doses moderadas de nitrato ou amoénio e, apenas quando sdo fornecidas concentracdes
elevadas de nitrato (30 mM), observa-se alguma resposta negativa, com diminuicdo da
atividade da enzima nitrogenase neste caso (Camargos, 2007). O estudo foi aprofundado e
publicado em 2010 (Camargos & Sodek, 2010) e trouxe para a literatura esta perspectiva de
que, o que vinha sendo até¢ entdo descrito, poderia ndo se aplicar a essa espécie de clima
tropical. Neste trabalho (pelo qual inicio este documento), demonstramos que nenhuma
espécie vegetal, até agora estudada, que estabelece relagdo simbidtica com bactérias do grupo
do Rhizobium, tem sua nodulagdo e fixacdo de nitrogénio tdo pouco afetada por nitrato como
o que foi observado em C. mucunoides.

Mostramos também que este baixo efeito que o nitrato exerce sobre a N-fixacdo em C.
mucunoides ndo pode ser atribuido a ndo absor¢do de nitrato ou a sua extrusdo para o meio,
uma vez que altas concentracdes de nitrato foram observadas em seiva de xilema e na parte
aérea da planta e ndo s6 no sistema radicular, indicando que a absorcao e transporte de nitrato
se manteve (Atkins et al, 1983). Na presenca de nitrato, a atividade da enzima redutase do
nitrato (NR) ¢ observada em folhas e raizes e ¢ préxima de zero em nddulos, diferentemente

do que ¢ observado em plantas ndo expostas ao nitrato; ou seja, mesmo a atividade de NR



18

constitutiva ndo se mantém em nodulos de plantas recebendo nitrato. Isto pode ser um
indicativo deste aspecto de tolerancia do sistema simbiotico de C. mucunoides?

Isto havia sido sugerido por nds em 2007 (Camargos, 2007), quando observamos que
os estudos conduzidos por Serraj et al (1992) relataram que o mecanismo de inibi¢do da
nodulagdo por nitrato e a tolerdncia ao nitrato sdo regulados por fatores translocados a partir
da parte aérea. Neste estudo, foi observado que ocorre incremento na atividade de nitrato
redutase em nodulos de soja apos a aplicacdo de nitrato, sendo que parece haver correlagdo
entre atividade de NR e inibi¢do da fixagdo por nitrato, no entanto, os mecanismos nao sao
claramente definidos. Heckmann et al (1989) propde que a redugdo de nitrato por atividade de
NR citossolica culmina com a inibicdo da fixagdo, sendo esta afirmagdo corroborada por
dados apresentados por Serraj et al (1992).

Como em C. mucunoides nao hé atividade de NR em nodulos de plantas supridas com
nitrato, isto poderia vir a ser um indicativo de que, de fato, o incremento de NRA em nodulos
desencadeia sua desestabilizagdo, mas ndo pudemos confirmar de fato que ¢ por essa razao
que ndo ocorre o abandono da nodulagdo e fixacdo de N em calopogénio. O fato é que a
planta se mantém fixando nitrogénio, exportando e acumulando ureideos na parte aérea,
absorvendo e reduzindo nitrato nas raizes além de translocar nitrato e o reduzir na parte aérea.
Isto culmina com o fato de que plantas recebendo nitrato o utilizam como uma fonte “extra”
de nitrogénio e isto faz com que o acimulo de biomassa seja superior nestas em relagdo as
plantas inteiramente dependentes da fixacdo bioldgica, como pode ser observado em
Camargos & Sodek (2010).

A comprovagdo da tolerancia e estabilidade do sistema simbidtico a presenca de
nitrato foi confirmada e isto abriu caminho para outros estudos neste sentido, como estara

relatado na parte II deste documento.
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CAPITULO I
NITRATO INFLUENCIA O METABOLISMO DE COMPOSTOS
NITROGENADOS EM CALOPOGONIO (Calopogonium mucunoides) AO
LONGO DO CICLO DE VIDA.

Os estudos que resultaram no trabalho publicado em 2014 (Canatto et al, 2014)
tiveram como base o primeiro auxilio a pesquisa aprovado sob minha coordenacao (Edital
Universal CNPq 2007) e que envolveram as primeiras orientagdes de Iniciagdo Cientifica
junto a UFMS. O mesmo s6 foi finalizado ap6s minha contratagdo na UNESP e passa a
refletir o progresso da hipdtese langada ainda em 2003 acerca da capacidade desta espécie em
aproveitar o nitrato do meio sem abandonar a fixa¢ao bioldgica.

Souza et al (1996) ja haviam relatado que alguma altera¢do ocorria ao longo do ciclo
de vida de C. mucunoides, quando observou pico maximo de fixacdo biologica durante o
florescimento, enquanto Camargos et al (2006), trabalhando com outra espécie de clima
tropical, Canavalia ensiformis, observou um incremento de aminoacidos livres na parte area
enquanto ocorria um decréscimo da atividade de NR no tecido foliar. Assim, buscamos
estudar o comportamento fisioldgico, quanto a fixagdo bioldgica e o N-metabolismo, de C.
mucunoides ao longo do ciclo de vida.

Em C. mucunoides, observou-se que a espécie manteve a fixagdo de nitrogénio e
também aproveitando nitrato durante todo o ciclo de vida, incrementando sua massa quando
se utiliza as duas fontes de nitrogénio possiveis (fixagdo bioldgica e reducio assimilatoria de
nitrato). O comportamento que nos chamou atencao durante o estudo foi a alteracdo na forma
de ureideo presente nos tecidos ao longo do ciclo de vida. Aparentemente, os niveis de
alantoina e acido alantdico sdo afetados diferencialmente durante seu desenvolvimento. Por
exemplo: em nddulos, durante a fase vegetativa predominou acido alantdico e na fase
reprodutiva, alantoina. Poderia-se considerar esta alteracdo nos niveis de ureideos como
resposta negativa da fixacdo bioldgica e seu restabelecimento envolvendo novo incremento
nos niveis de ureideos, como proposto por King & Purcell (2005), mas ndo observamos
alteragdo negativa no nimero e massa de nodulos, o que ndo corroboraria esta hipdtese. A
alteragdo no acimulo de ureideos totais em tecidos ao longo do ciclo de vida, com redugdo
nos niveis endogenos de ureideos presentes nos tecidos durante a fase reprodutiva, com

excecdo de raizes, onde os niveis foram maiores no estdgio de frutificagdo, ¢ pouco relatada
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na literatura. Quiles et al (2009) observaram, em feijao (Phaseolus vulgaris), que os niveis de
ureideos totais variaram ao longo do desenvolvimento das plantulas onde no inicio da
germinagdo, os niveis de ureideos foram encontrados principalmente em cotilédones, e apos
o desenvolvimento da radicula, os teores de ureideos distribuiram-se igualmente nos
cotilédones e eixo embrionario.

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

A partir dos resultados foi possivel concluir que a reducdo do nitrato em plantas de
Calopogonium mucunoides noduladas pode ser influenciada pela altera¢do fonte-dreno
durante o desenvolvimento. Inicialmente, os nodulos, drenos fortes, apresentaram maior
acuimulo de aminoacidos e atividade residual da enzima nitrato redutase; e no estagio
reprodutivo, quando os frutos passaram a atuar como drenos, a atividade da NR dos nddulos
aumentou, significativamente, sugerindo um mecanismo para atender a demanda de
compostos nitrogenados, o que foi acompanhado pela redu¢do dos teores de aminoéacidos e
ureideos nestes 6rgdos. A relagdo parece ser bastante forte, pois mesmo em nodulos de plantas
que ndo receberam nitrato, a atividade da enzima nitrato redutase aumentou e foi, novamente,
acompanhada da diminui¢do dos teores de aminoacidos e ureideos. Plantas de C. mucunoides
parecem potencializar a utilizagdo do N mineral mesmo nos nodulos, sitio da redu¢dao do N.

Esta alteracdo do sitio preferencial de redugdo de nitrato ao longo do ciclo de vida, foi
observada para C. ensiformis (Camargos et al, 2006), com o sistema radicular apresentando
incremento na reducdo de nitrato com o inicio da fase reprodutiva e consequente diminuicao
da contribui¢do da parte aérea na reducdo assimilatéria do nitrato nesta fase. Isto, como ja
evidenciado por Camargos et al (2006), corrobora o proposto por Forde & Walch-Liu (2009)
que reportou ser esta resposta de atividade de NR em Arabidopsis thaliana, uma planta
modelo de clima temperado, modulada pelo incremento de aminoécidos livres, em especial
glutamato, ligada a transicao para o florescimento. Canatto et al (2014) também observaram
um incremento substancial na concentragdo de aminoacidos soliveis totais na parte aérea, que

¢ acompanhado da diminui¢do na atividade da enzima nitrato redutase em tecido foliar com o
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inicio do florescimento. A redugdo de nitrato em tecidos nado-fotossintetizantes tem sido
amplamente reportada na literatura (Robin et al, 1979; Oliver et al, 1983; Wallace, 1986;
Caba et al, 1995; Piwpuan et al, 2013), entretanto, ndo ¢ tdo claro como o nitrato ¢
reduzido em tecidos ndo-fotossintetizantes dada a demanda de elétrons para a fosforilacdo
oxidativa. Os sitios mais adaptados a reduc¢do de nitrato sdo os tecidos fotossintetizantes
(Wallace, 1986), ja que o nitrato ¢ reduzido a nitrito com gasto de dois elétrons e transferido
ao cloroplasto onde ¢ reduzido a amoénia com gasto de seis elétrons; por outro lado, os
elétrons utilizados na reducdo de nitrato no citosol podem ser supridos pelo
malato/oxaloacetato, tendo sido este mecanismo observado em Chlamydomonas reinhardii
(Quesada et al, 2000).

Possivelmente, os niveis de compostos nitrogenados podem modular a atividade da
enzima redutase do nitrato (NR) e a variacdo durante o ciclo de vida das plantas pode
auxiliar no entendimento sobre a redugdo de nitrato em tecidos ndo-fotossintetizantes.

Ainda que o trabalho publicado em 2014 envolvendo a resposta metabolica de C.
mucunoides (Canatto et al, 2014) seja essencialmente descritivo, traz uma importante
abordagem para o entendimento do metabolismo de espécies tropicais, ja que demonstra que
algumas respostas metabdlicas observadas para Canavalia brasiliensis sdo também
observadas em C. mucunoides, ressaltando assim o carater diverso do comportamento
metabolico de espécies tropicais em relacdo ao que era entdo reportado para espécies de clima

temperado (Camargos et al, 2004; Camargos et al, 2006; Camargos et al, 2009).
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CAPITULO I
EFEITOS DO PH NA NODULACAO E FIXACAO BIOLOGICA DE
NITROGENIO EM Calopogonium mucunoides.

Passamos entdo ao ultimo trabalho publicado envolvendo o metabolismo de N desta
espécie que foi oriundo do primeiro trabalho de Iniciagdo Cientifica sob minha orientagdao na
UNESP. Desta orientagdo, que durou trés anos, resultou ndo sé este conjunto de dados, mas a
concepgdo inicial da hipotese de que a espécie pode se adaptar a condigdes ainda mais
variaveis (ou consideradas ainda mais adversas para outras espécies), 0 que passaremos a
discutir no capitulo IV deste documento.

Ferreira et al (2016) descreve a capacidade de fixacdo de nitrogénio de calopogonio
em condic¢des de solo/substrato com diferentes faixas de pH. Até entdo, os trabalhos anteriores
(parte I e parte II deste documento), trataram de experimentos desenvolvidos em condigdes de
substrato inerte (vermiculita) e pH da solucao nutritiva proximo da neutralidade, condi¢dao na
qual a espécie cresce e fixa nitrogénio (em pH neutro ou proximo disto). E facil concluir que a
espécie cresce bem, mantém sua atividade de fixagdo de nitrogénio elevada e tem seu
desenvolvimento pleno em condigdes de pH neutro (Camargos & Sodek, 2010; Canatto et al,
2014).

Quando realizado o experimento em trés faixas de pH (alta acidez, acidez moderada e
proximo da neutralidade) percebe-se que, talvez, o potencial maximo de crescimento ¢ de
aporte de nitrogénio novo (resultante da fixagdo biologica) pode nao ter sido observado nos
trabalhos anteriores. A espécie apresenta maior capacidade de fixagdo de nitrogénio
(traduzida aqui por atividade da enzima nitrogenase) em pH mais acido (pH 4,0). A nodulagio
nestas condi¢des também ¢ maior. Em pH moderadamente acido e pH neutro (5,5 e 7,0,
respectivamente) ha diminui¢ao da nodulagdo e da atividade de nitrogenase em relagdo ao pH
4,0, mas estes dois ultimos nao diferem entre si.

Qual o grau de adaptabilidade da espécie ao pH do solo? Com base neste estudo,
diriamos que ¢ elevado. Nao observamos aqui o fator aluminio solivel (ou trocével), que sera
tema de trabalhos futuros (dados ainda nao publicados), mas podemos inferir que este fator
nao afetou fortemente o crescimento e a N-fixacdo, o que nos indica ser muito provavel sua
tolerancia ao aluminio toxico. Dados sobre tolerancia inicial de Calopogonium mucunoides a

presenga de aluminio toxico ja indicavam que o mesmo ndo tinha seu crescimento inicial
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afetado (Meda & Furlani, 2005), o que ¢ um importante indicativo de sua capacidade de
adaptagao a pH acido.

Ferreira et al (2016) observaram ainda que ndo ha alteracdo nos teores totais de
ureideos nos tecidos de parte aérea e raiz, mas hé alteragdo na forma de ureideo (alantoina e
acido alantdico), como ja relatado por Canatto et al (2014) nas condi¢des de presenca de
nitrato no meio, ao longo do ciclo de vida. Outro fator que chama a atengdo do trabalho
publicado por Ferreira et al (2016) € que os teores de ureideos totais em nddulos de plantas
crescendo em pH 4,0 sdo menores que nas faixas de pH 5,5 e 7,0. E evidente que isto ndo se
deve a queda nas taxas de fixagdo de nitrogénio ou nodulagdo, posto que em pH 4,0 estes dois
parametros sao maiores do que nos outros tratamentos, mas pode-se atribuir a uma maior
translocagdo para os tecidos adjacentes (raiz) ou exportagcdo para parte aérea.

A plasticidade da espécie, no quesito nodulagdo e crescimento, ¢ evidenciada quando
analisa-se o conjunto dos trés trabalhos apresentados até aqui (Camargos & Sodek, 2010;
Canatto et al, 2014; Ferreira et al, 2016) o que nos leva a questionar quais as possibilidades de
investigacdo que podem ser geradas a partir deste conjunto de informagdes.

Um dos aspectos que tem nos chamado atengdo ¢ a possibilidade de utilizacdo desta
espécie como fitorremediadora. Isto vem sendo investigado atualmente (trabalho ainda em
conducao, dados ndo publicados) para solos contendo niveis toxicos dos micronutrientes
cobre e boro. Os dados iniciais, conforme ja apontados na Introdugdo deste documento,
demonstram tolerancia moderada ao cobre e alta tolerancia ao boro (suportando niveis de B
de até 480 mg /dm?). Na ultima etapa deste documento apresentaremos uma breve abordagem
do que ja foi investigado (e publicado) em termos de tolerancia ao chumbo, um metal que nao
possui fungdo bioldgica. Trata-se de um trabalho em colaboragdo, mas que abriu a frente de
possibilidades de investigagdo para a tolerancia desta espécie a outros niveis de adversidades

do meio que, para outras espécies, representam situagdes de estresses severos.
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CAPITULO 1V
MICORRIZACAO ALTERA A COMPOSICAO DE
AMINOACIDOS SOLUVEIS FOLIARES E INFLUENCIA NA
TOLERANCIA AO CHUMBO EM Calopogonium mucunoides.

Esta ultima abordagem aqui apresentada é uma pequena parte do trabalho de mestrado
de Lucas Anjos de Souza, sob orientacdo da Prof.* Dr.* Marlene A Schiavinato e co-
orientacdo da Prof.* Dr.* Sarah Adrian Lopez Andrade. Por ter participado nesta etapa da
analise e discussdo dos dados de metabolizacdo de aminoacidos na parte aérea nas condi¢des
de presenca de chumbo no meio, com plantas micorrizadas e ndo micorrizadas, considerei
relevante apresentar aqui estas informacdes (com concordancia dos autores principais).

Apesar de tratar-se de um artigo publicado antes daquele apresentado na parte III,
considero mais adequado que ele seja apresentado neste momento, no encerramento deste
documento. O ponto principal que justifica esta abordagem ¢é exatamente a capacidade de
crescimento efetiva desta espécie em condigdes em que outras espécies nao se estabeleceriam.
Este € o aspecto que estamos investigando neste momento e cujos dados ndo compordo este
documento (processo FAPESP 2015/17089-0), mas que tiveram como ponto de partida o
trabalho aqui apresentado, publicado por Souza et al (2014).

Quando observamos os aspectos ja abordados nas trés outras partes deste documento,
pode ndo ser surpresa o fato de calopogonio crescer efetivamente em tais condi¢des, mas se
nos depararmos isoladamente com os dados apresentados apenas no trabalho publicado por
Souza et al (2014) o cenario ja nos parecera outro. O chumbo, como ¢ de amplo
conhecimento, nao ¢ um nutriente € nao exerce qualquer papel benéfico para o vegetal. Nao
apenas isto: ¢ um metal pesado, potencialmente toxico e que pode ser transferido na cadeia
alimentar. Em plantas, causa inumeros distirbios, como danos as membranas por peroxidagao
lipidica, por exemplo. Assim, identificar aspectos de tolerancia de plantas a metais pesados ¢
extremamente relevante em varios aspectos, sendo o mais discutido, atualmente, o seu uso
como fitorremediadora.

Dentre os aspectos que conferem tolerancia, a associagdo com outros grupos de
organismos ¢ um fator a ser considerado e, no caso de C. mucunoides, os estudos conduzidos

por Souza et al (2012) demonstraram que a presenca de micorrizas no meio conferem
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tolerdncia e aumentaram a extragdo de chumbo pela espécie, o que contribui para o
crescimento da espécie em solos contaminados e sua capacidade de fitoextragao.

Quanto ao metabolismo de nitrogénio, observamos que hé alteracao dréstica no padrao
de aminodcidos, com um significativo incremento de alanina ¢ GABA (acido gama-
aminobutirico), sendo que este ultimo ¢ um aminoacido ndo proteico e que pode atuar como
reserva de nitrogénio em situagdes de estresse nutricional, por exemplo (Amarante & Sodek,
2006). Quando se observa plantas ndo-micorrizadas (mais sensiveis as doses de chumbo), os
niveis de GABA s3o muito inferiores, o que reforca a hipdtese de que esse aminoacido auxilia
no processo de aquisicao de tolerancia.

Quando se aborda o tema fitorremediacdo, a literatura reiteradamente aborda a
importancia de identificar espécies que sejam fitoextratoras e hiperacumuladoras (Salt et al,
1998; Gratao et al, 2005; Jabeen et al, 2009). N6s defendemos que nao basta ser uma
hiperacumuladora se seu habito de crescimento ¢ diminuto, o que ja foi revisado e discutido
por Souza et al (2013). Assim, entendemos que o fato de C. mucunoides apresentar alta
capacidade de crescimento, aliado a sua plasticidade adaptativa aos estresses abioticos, pode
justificar seu potencial de uso como fitorremediadora nos casos em que a mesma seja
tolerante ao contaminante.

As respostas do metabolismo de nitrogénio de calopogonio as diferentes situagdes
abordadas até aqui, nas quatro partes que compdem este documento, subsidiam nossa
afirmativa de que trata-se de um promissor modelo vegetal para se avaliar situagdes de

estresse, adaptabilidade e/ou tolerancia a estresses abiodticos e a solos acidos e/ou alicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os trabalhos que vem sendo conduzidos desde 2007 com Calopogonium mucunoides,
a partir da obtenc¢ao do titulo de Doutora em Biologia Vegetal pela Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), tém aportado informacdes relevantes acerca do comportamento
evolutivo da espécie: crescimento e desenvolvimento em solos de caracteristicas fisico-
quimicas adversas, mantendo-se como fixadora de nitrogénio na presenca de N mineral
(Camargos & Sodek, 2010) com pequenas alteracdes metabdlicas ao longo do ciclo de vida
(Canatto et al, 2014) tolerando variagdes de pH em um amplo espectro ¢ mantendo sua
capacidade de fixagdo biologica (Ferreira et al, 2016).

Todas estas caracteristicas, reunidas, ja conferem importantes diferengas quando
comparada as leguminosas originarias de clima temperado, amplamente cultivadas, que
serviram de base para a descricdo do metabolismo de nitrogénio deste grupo botanico durante
muitos anos. Isto nos leva a acreditar que ¢ uma espécie que merece ter seu metabolismo
investigado em condic¢des adversas de crescimento, como € o caso da contamina¢do do solo
por elementos toxicos (Souza et al, 2014; Ferreira et al, dados nao publicados; Silva et al,
dados nao publicados).

Neste momento, buscamos respostas que possam ser aplicadas a resolugcdo de
problemas que ja nos trazem grandes preocupagdes: a recuperagdo de areas degradadas. Mas
considerando que a ciéncia ndo precisa, necessariamente, ser aplicada, tal comportamento
metabolico ndo permitiria ‘eleger’ Calopogonium mucunoides como um belo modelo de
estudo do metabolismo de leguminosas tropicais frente a estresses abioticos?

Assim, fica aqui um leque de possibilidades para trabalhos futuros, pois para cada

resposta surgirdo dez (ou mais) novas perguntas e € isto que move a ciéncia.
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