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1. INTRODUÇÃO 
 
    A enzima glutamina sintetase (EC 6.3.1.2) está presente em todos os tecidos 
vegetais. Apresenta massa molecular de 350-400 KDa e alta afinidade pelo íon 
amônio (LEA, 1993). 
   Em plantas superiores, esta enzima está envolvida na transformação de 
nitrogênio inorgânico em formas orgânicas assimiláveis, catalisando a condensação 
ATP-dependente de amônio com glutamato para produzir glutamina, que fornece 
grupos nitrogenados, diretamente ou via glutamato, para a biossíntese de todos os 
compostos nitrogenados na planta (FORDE; CULLIMORE, 1989). 
    Em folhas de plantas superiores foram identificadas dois grupos de 
isoenzimas de glutamina sintetase, a citosólica (GS1) e a plastídica (GS2) (CREN; 
HIREL, 1999). A proporção de GS1 e GS2 pode variar com a espécie, estado de 
desenvolvimento e condições ambientais (LAM et al., 1996). Na maioria das plantas, 
a GS2 é predominante em tecidos clorofilados, sendo localizada no estroma do 
cloroplasto (PEREIRA et al., 1992).  
    Estudos prévios demonstraram que a isoenzima GS2 é indispensável para a 
reassimilação de amônio liberado do ciclo de nitrogênio da fotorrespiração, processo 
que pode aumentar quando as plantas crescem sob estresse osmótico e alta 
intensidade de luz (FUENTES et al., 2001; HOSHIDA et al., 2000). 
   Com base nesses fatores, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da 
enzima glutamina sintetase na espécie Achillea millefolium L. submetida a níveis de 
sombreamento e cultivada sob diferentes concentrações de nitrogênio.  
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
    Mudas de mil-folhas cultivadas em estufa foram transferidas para o campo 
experimental do Conjunto Agrotécnico Visconde da Graça/CAVG/UFPel. As plantas 



foram cultivadas sob três doses de nitrogênio (0, 75 e 150 kg uréia ha-1) durante 
cinco meses e aos 56 dias que antecederam a coleta, foram submetidas a dois 
níveis de sombreamento: 0% (luz plena) e 75% (sombrite 75%). 
    Adotou-se o delineamento experimental de blocos inteiramente casualizados 
em esquema fatorial 3 x 2 (doses de nitrogênio e níveis de sombreamento) com 
quatro repetições e a unidade experimental consistiu de dez plantas. 
    A coleta dos tecidos foliares e radiculares foi realizada em dia ensolarado às 
9 horas da manhã. As amostras foram imediatamente acondicionadas em gelo e 
levadas para o Laboratório de Bioquímica Vegetal do Departamento de Bioquímica 
da Universidade Federal de Pelotas/UFPel, no qual executou-se a extração da 
glutamina sintetase segundo Cullimore et al. (1983) e a dosagem da atividade, por 
meio do ensaio semi-biossintético conforme Cullimore et al. (1982), utilizando-se 
hidroxilamina como substrato alternativo ao NH4

+, registrado-se nesse caso a 
formação de γ-glutamil hidroxamato, produto da reação. 
    Amostras de 2 g de folhas e raízes foram maceradas em almofariz com N2 
líquido. A homogeneização das amostras foi realizada com 7 mL de tampão de 
extração tris (pH 7,8) e 20% de PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x 
g por 20 minutos a 4ºC. Uma alíquota de 2,5 mL do sobrenadante foi dessalinizada 
em coluna Sephadex G-25 e o extrato obtido foi utilizado como fonte enzimática.  
    Os ensaios foram realizados em tubos contendo glutamato 100 mM, 
hidroxilamina 80 mM, ATP 80 mM, MgCl2 160 mM, tris-Cl 100 mM com pH 7,8 e 
extrato enzimático em volume final de 2,1 mL.  
    A reação foi iniciada pela adição do extrato ao meio de reação pré-incubado 
a 30ºC, seguida de agitação dos tubos. Após a incubação, foram retiradas alíquotas 
de 500 µL nos tempos 20, 40 e 60 minutos e misturadas, em tubos eppendorf, a 600 
µL de reagente paralisante para interromper a reação (FERGUSON; SIMS, 1971). 
Em seguida, realizou-se a centrifugação a 14.000 x g durante 5 minutos, a 
temperatura ambiente, para a remoção das proteínas. Os tubos utilizados como 
controle incluíam o extrato e todos os reagentes do meio de reação, exceto o ATP.  
     As leituras das absorbâncias foram determinadas em espectrofotômetro a 
535 nm, utilizando como branco uma mistura de 600 µL do reagente paralisante e 
500 µL de tampão do ensaio. A quantidade de γ-glutamil hidroxamato produzida foi 
estimada considerando que 1 µmol deste produto, gera uma absorbância de 0,34 
(MORI, 1981) e a atividade enzimática foi expressa em µmol g-1 MF h-1. 
    Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e a 
comparação entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 
probabilidade de erro, no programa estatístico The SAS System (SAS, 2002). 
 

3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
    Os níveis de sombreamento influenciaram a atividade da enzima glutamina 
sintetase em folhas e raízes de Achillea millefolium L., sendo observado redução 
significativa da atividade da enzima em ambos os órgãos das plantas sombreadas 
(Tabela 1). 
 
Tabela 1. Atividade da enzima glutamina sintetase em folhas e raízes de Achillea 
millefolium L., submetida a níveis de sombreamento  

Níveis de 
sombreamento 

Atividade da enzima glutamina sintetase (µmol g -1 MF h-1) 

 Folhas  Raízes 
Sombrite 75%  4,83 b 1,79 b 



Luz plena  10,46 a* 2,88 a 
 *As médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 

 

    Nos tecidos foliares houve forte efeito estimulatório da luz na atividade da 
enzima glutamina sintetase. Esse comportamento da atividade enzimática indica a 
importância da luz na geração de energia para a assimilação do amônio, seja 
proveniente da redução do nitrato transportado à parte aérea ou daquele 
proveniente da fotorrespiração. A menor atividade da enzima glutamina sintetase 
encontrada nas raízes das plantas sombreadas, sugere também a importância da luz 
na atividade enzimática, o que pode estar relacionado à geração de açúcares via 
fotossíntese, necessários à produção de energia para assimilação do amônio nos 
tecidos radiculares. 
    Os valores obtidos para a atividade da enzima glutamima sintetase em 
mudas de Coffea arabica L. (café) foram maiores nas plantas expostas à radiação 
solar (100% de luz) em comparação às plantas a meia sombra (50% luz) (NETO, 
2005).  
    As folhas apresentaram atividade superior às raízes, sugerindo ser o sítio 
preferencial de assimilação de nitrogênio. Grande parte da atividade da glutamina 
sintetase foliar corresponde à isoenzima cloroplastídica, GS2, que desempenha um 
papel fundamental na assimilação do amônio gerado na fotorrespiração (FUENTES 
et al., 2001). Já a isoenzima citossólica, GS1, encontra-se em maior concentração 
nos tecidos radiculares, para auxiliar na mobilização e transporte de nitrogênio na 
planta (TAIZ; ZEIGER, 2004).  
    A atividade da enzima glutamina sintetase foi superior nas folhas em relação 
às raízes na espécie medicinal Brugmansia suaveolens da família Solanaceae 
(LOPES, 2008), em Crotalaria juncea L. da família Fabaceae (MENDONÇA, 2002) e 
em plantas jovens de seringueira (LEMOS et al., 1999), o que corrobora com os 
resultados obtidos com Achillea millefolium L. 

A atividade da enzima glutamina sintetase em folhas de Achillea millefolium L. 
foi influenciada pelas diferentes concentrações de nitrogênio. Houve um aumento 
significativo da atividade enzimática nos tecidos foliares sob o tratamento com 75 Kg 
de uréia ha-1 e uma redução na ausência de adubação nitrogenada e na 
concentração 150 Kg de uréia ha-1 (Tabela 2). Nos tecidos radiculares a atividade da 
enzima glutamina sintetase não foi influenciada pelas diferentes concentrações de 
nitrogênio. 

 
Tabela 2. Atividade da enzima glutamina sintetase em folhas e raízes de Achillea 
millefolium L., cultivada sob diferentes concentrações de nitrogênio 

Concentrações de N  
(Kg uréia ha -1) 

Atividade da enzima glutamina sintetase (µmol g -1 MF h-1) 
Folhas  Raízes 

0 7,19 b 2,09 a 
75 10,05 a* 2,47 a 

150 5,70 b 2,44 a 
*As médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
A atividade da enzima glutamina sintetase é maior nas folhas do que em 

raízes, sugerindo ser os tecidos foliares o sítio preferencial de assimilação de 
nitrogênio e a luz plena estimula fortemente a atividade dessa enzima nas folhas. 



A espécie medicinal Achillea millefolium L. possui elevada adaptação à baixa 
intensidade luminosa. 
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