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RESUMO - Em experimento conduzido sob condigdes de casa de vegetagio, com duas cultivares de
FPhaseolus vilgaris L. (Negro Argel e Venezuela-350) inoculadas com duas estirpes de Rhizobium legu-
minosarum biovar phaseoli (C05 e 127 K-17), verificou-se que o maior acimulo de nitrogénio esteve
relacionado ¢om: taxas mais elevadas de atividade da nitrogenase entre o florescimento e o perfodo
médio de enchimento dos grios; menor perda de ATP pela evolugdo do hidrogénio nos nddulos; maior
taxa de transporte de nitrogénio total na seiva do xilema; maior percentagem do nitrogénio da seiva do
xilema sob a forma de urefdos; e maior remobilizagdo do nitrogénio das folhas e caules para as semen-
tes. Detectou-se efeito da cultivar de feijio, da estirpe de Rhizobium e da interagfo entre cultivares e
estirpes em todos os pardmetros mencionados. A simbiose de Negro Argel com CO5 superou a combi-
nagdo simbidtica de Venezuela-350 com 127 K-17 em 88% quanto ao nitrozénio total das sementes,
em 20% quanto ao indice de colheita para o nitrogénio (N semente/N planta) e perdeu menos nitrogé-
‘nio nas folhas senescentes (N folhas senescente/N planta).

Termos para indexacfo: Rhizobium, atividade da nitrogenase, evolugdo do Hy, transporte de N na
seiva do xilema, ureidos, assimilagdo de N.

ONTOGENY OF BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION
IN PHASEOLUS VULGARIS

ABSTRACT - An experiment was performed, under greenhouse conditions, with two cultivars of
Phaseolus vuligaris L. {Negro Argel and Venezuela-350} inoculated with either the strain CO5 or
127 K-17 of Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli. Plants having the greatest nitrogen accumu-
lation showed: the highest rates of nitrogenase activity between flowering and mid-pod filling stage;
lower toss of ATP via the evolution of hydrogen in the nodules; higher rates of nitrogen transportin
the xylem sap; higher percentage of nitrogen as ureides in the xylern sap; and higher nitrogen remobi-
lization from the leaves and stems to the seeds, There was an effect of the bean cultivar, of the Rhjzo-
bium strain and of the interaction between cultivars and strains in all the parameters mentioned. The
symbiosis of Negro Argel with CO5 accumnulated 88% more nitrogen in seeds, lost less nitrogen in
senescent leaves (N in senescent leaves/N in plants) and had a nitrogen harvest index (N in seeds/N
in plants} 20% greater than the cultivar Venezuela-350 inoculated with strain 127 K-17.

Index terms: Rhizobium, nitrogenase activity, hydrogen evolution, transport of N in the xylem sap,
ureides, nitrogen assimilation.

INTRODUGAO evidéncias de que o suprimento de fotossintatos

freqiientemente limita o processo de fixagdo do
No processo de fixagdo biclégica do nitrogénio nitrogénio (Hardy & Havelka 1976).

hd um considerdvel gasto de energia e poder redu- Desse modo, o fato de que hd uma queda na
tor que sio fornecidos pelo catabolismo respira-  atividade da nitrogenase no perfodo de estabeleci-
torio dos fotossintates da planta hospedeira  mento das vagens, ou seja, justamente na época de
(Schubert & Ryle 1980). Como as leguminosas s3o  maior necessidade de nitrogénio para os grios, tem
plantas do ciclo Cj e se caracterizam por apresen-  sido atribufdo i competigio pelos fotossintatos
tarem baixa taxa de fotossintese liquida, hi disponiveis entre os tecidos reprodutivos e os
nodulos (Lawn & Brun 1974, Bethlenfalvay &
Phillips 1977, Herridge & Pate 1977), limitando a
Aceito para publicagfo em 21 de margo de 1936, produtividade potencial das leguminosas noduladas.

Parte da tese de doutorado da primeira autora. Outros experimentos, porém, tém indicado que

2 . .
gE:aﬁa- ﬁgﬁaiﬁ%&gﬂ‘t{gﬁfiﬁ ?ﬁoﬁ?j’:’ de g’ b nao ocorre, necessariamente, um declinio na ativi-
(UAPNPBS), km 47, CEP 23460 Seropédica, RJ. dade da nitrogenase logo apds o florescimento

3 Biéloga, Ph.D., EMBRAPA/UAPNPBS, (Hardy et al. 1968, Mague & Burris 1972, Brun
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1976), e que o processo de fixagdo do nitrogénio
pode ser suficiente para atender 3 demanda de
nitrogénio no periodo reprodutivo (Nelson &
Weaver 1980, Israel 1981). Adicionando-se a isso
as observagdes de que a retirada das flores e frutos
pode provocar uma queda na atividade da nitroge-
nase (Peat et al. 1981, Riggle et al. 1984, Hungria
s.d.}, conclui-se que a fixagdo do nitrogénio pode
estar sendo controlada por fatores hormonais ou
fisicldgicos relacionados com os frutes ou, entdo,
simplesmente pelo aumento na demanda de nitro-
génio durante o enchimento dos grios.

Na simbiose Phaseolus vulgaris L. - Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli, tanto a cultivar
de feijio quanto a estirpe de Rhizobium podem
afetar a nodulagdo, a atividade da nitrogenase e o
acimulo de nitrogénio nas partes vegetativas e
reprodutivas (Franco & Dobereiner 1967, Ruschel
& Saito 1977, Ruschel et al,- 1979), a taxa de
translocagdo de nitrogénio na seiva (Hungria s.d.,
Thomas et al. 1984) e a assimilagio do nitrogénio
fixado (Ruschel & Saito 1977, Ruschel et al,
1979).

Desse modo, na selegio genética visando o
incremento na produtividade através da maxi-
mizagio da fixagio biolégica do nitrogénio em
feijoeiro, é necessirio estudar os fatores ligados
a planta ou a estirpe de Rhizobium que controlam
a expressio estacional da fixagio do nitrogénio.
Com esse objetivo, procurou-se estudar a ontogenia
da fixagio do nitrogénio em duas cultivares de
feijao inoculadas com duas estirpes de Rhizobium.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetago na
EMBRAPA-UAPNPBS, km 47, Rio de Janeiro, em maio
de 1982.

Utilizaram-se vasos de metal com capacxdade de seis
litros contendo uma mistura de areia e vermiculita (1/2,
v/v) previamente lavadas por sete dias: os vasos foram
esterilizados a seco, a 120°C, por 36 horas. As estirpes
de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli COS (CENA,
Piracicaba, SP) e 127 K-17 (Nitragin Co., EUA) cresceram
em meio definido de Vincent (1970), por quatro dias, a
28°C, com agitagfo. As sementes de feijfo (Phaseolus
vulgaris L.) das cultivares Negto Argel € Venezuela-350
foram esterilizadas com HgCl, 0,2% (Vincent 1970)
coIocando-se, entio, ! ml de inoculante (com cerca de
10® células/ml) parz cada 15 sementes Apds a incubagdo
por uma hora, procedeu-se a semeadura, colocando-se
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cinco sementes por vaso e cobrndo-se, em seguida, com
uma camada de arcia esterlizada de aproximadamente
3 cm. Aos sete dias apds a germinagdo (DAG), procedeu-
-s¢ ao desbaste, deixando-se duas plantas por vaso.

A cada dcz dias fomeceram-se a cada vaso 250 m) de
solu¢do nutritiva modificada de McKnight (1949), isenta
de nitrogénio ¢ contendo: CaS0y . 2H,0 (58,08 mM);

MgSOs . 7H,0 (8,11 mM); KH,PO,; (14,70 mM);
KCl (40,24 mM); H3BO3 (462 uM); MnSO, . 4H,0
(9,10 uM); ZnSO, . TH,0 (7,65 uM); CuSO, . SH,0

(3,20 uM); HzMoO,4
(82,86 uM);pH6,0a6,2,

As adi¢Ses de dgua foram feitas diariamente baseando-
-5¢ no peso de cinco vasos sorteados de cada tratamento,

O delineamento expetimental usado foi em blocos ao
acaso com oito repetigdes, quatro tratamentos e onze
coletas, totalizando 352 vasos, e foram realizadas coletas
semanais a partir dos sete DAG,

Em cada coleta, quatro vasos {cada um com duas plan-
tas) foram usados para a determinagfo da atividade da
nitrogenase e quatro vasos foram usados para a determi-
nagdo da evolugdo do Hy. Depois, retiraram-se os nddulos
das raizes e levaram-se as folhas, caules, cascas das vagens,
sementes, raizes ¢ nodulos para secagem em estufa a

. 4H,0 (5,0 uM) e Fe Q;

- 60-70°C até atingirem pedo constante.

Para a determinag@o da atividade da nitrogenase uti-
lizou-se 0 método de redugfo do C;H; em raizes desta-
cadas (Mague & Burris 1972}, Apés o corte da parte
aérea na altura do né cotiledonar, as rafzes foram colo-
cadas em vidros de 250 ml, que foram fechados hemmeti-
camente com rolhas do tipo *‘Suba Seal”, injetando-se,
entdo, acetileno equivalente a uma concentragfo de 12%,
Para verficar se a atividade da nitrogenase era afetada
pelo acetileno (Minchin et al. 1983), realizou-se um expe-
rimento adicional com as mesmas cultivares e estirpes.
Utilizando-se um sistema de fluxo continuo em tubos de
vidro, manteve-se uma taxa de fluxo de ar (contendo
12% de acetileno) de 100 ml . tubo™ | minuta™, As
amostragens foram realizadas aos 1, 3,4, 5,7,10,15 ¢
30 minutos apés o initio da incubagfo. Verificou-se que
o declinio na atividade da nitrogenase para os sistemas
simbidticos Negro Argel/COS5, Negro Argel/127 K-17,
Venezuela-350/CO5 e Venezuela-350/127 K-17 foi,
respectivamente, de 4,2%, 4,7%, 4,3% ¢ 0%, mostrando
que estas associagGes simbidticas parecem ndo ter as res-
trigdes sugeridas por Minchin et al. (1983).

O ctileno fol determinado em um cromatdgrafo
Perkin Elmer F 11 com detector de ionizagdo de chama,
usando-se uma coluna de ago inoxiddvel com 0,32 cm
(didmetro interno} por 50 cm de compnmento, contendo
Poropak N (80-100 mesh) e operada a 40°C, com N,
como gis carregador, a um fluxo de 40 ml , minuto” -1,

A evolugfo do Hy foi determinada em néddulos desta-
cados com pequenos segmentos radiculares, £ 0,5 ¢m,
para impedir danos mecinicos ¢ permitir um suprimento
de carbono (Schubert & Evans 1976}, Os nédulos desta-
cados foram colocados em vidros de 30 ml contendo um
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pedago de papel absorvente umedecido, para evitar o
dessecamento. Os frascos foram fechados hermeticamente
com rolhas do tipo “Suba Seal’’ e incubados por 30 minu-
tos na temperatura ambiente, retirando-se, entdo, 0,5 ml
de amostra para leitura no cromatdgrafo. Minchin et al.
(1983) observaram que nZo hd declinio na evolugfo do
H; quando a incubagio é feita sob ar.

As leituras foram realizadas em cromatégrafo Varian
modelo 1420 usando-se detector de condutividade térmi-
ca. Utilizou-se uma coluna de ago inoxiddvel com 0,32 em
(didmetro externo) por 100 cm de comprimento, contendo
peneira molecular §
usando-se argdnio como gds de arraste a um fluxo de
25 ml . minuto"!,

A eficiéncia relativa (ER) dos elétrons destinados a
nitrogenase foi calculada pela equagfo:

H; (ar) ,
ER= ] -———  ,segundo Schubert & Evans (1976).
Cy Hy reduzido

Para a coleta da seiva do xilema, as plantas foram cor-
tadas com gilete na altura do né cotiledonar, procedendo-
-se 4 lavagem e secagem do corte com papel absorvente,
A seiva exsudada foi entfo coletada em pipetas microca-
pilares calibradas (20 e 50 pl) durante 15 minutos calcu-
Ia.ndo-se, entdo, a taxa de exsudagfo. A seiva foi mantida

2-20°C até o momento das anilises, e os compostos nitro-
genados foram determinados em aliquotas de § itl,

O N-urefdo foi analisado pelo método colorimétrico
de Vogels & Drift (1970), baseado na hidrdlise da alan-
toina e icido alantdico a glioxalato.

O N&-amino foi determinado pelo método de Mat-
heson et al. (1961). O reagente ninidrina-hidridantina foi
preparado segundo Connel et al. (1955).

O N-amdnia foi determinado pelo método de Mitchel
(1972), substituindo-se a solu¢do de hipoclorito de sédio
por dicloroisocianurato de sédio (Felker 1977).

Para determinar o N-amida, realizou-se a hidrdlise
icida do N-amida para N-aménia segundo Thomas et al.
(1979) ¢ a aménia foi determinada tal como descrito
acima.

Para a determinagio do N total, utilizou-se o método
microkjeldahl segundo Bohley (1967), e a amonia foi
determmada segundo descrigdo acima.

* ON total das folhas, caules, sementes e casca da vagem
foi determinado pelo método semimicro Kjeldahl segundo
Liao (1981), e a destilagio e titulagdo foram feitas segun-
do Bremner & Edwards (196 5).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na Fig, 1, podem ser vistos os dados referentes
ao peso seco da parte vegetativa, da parte reprodu-
tiva ¢ da planta inteira. Houve efeito da interagdo
entre cultivares e estirpes nos parimetros acima
citados, confirmando resultados encontrados ante-

X (80 a 100 mesh) e operada a 40°C,
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riormente em feijio (Hungria & Ruschel 1982),
caupi (Minchin et al. 1978) e amendoim (Elkan
et al, 1981) e salientando a importéncia de se con-
siderar tanto as cultivares hospedeiras quanto as
estirpes de Rhizobium nos programas de selegdo.

A simbiose da cultivar Negro Argel com a estir-
pe CO5 se destacou das demais desde os 28 dias
apos a gerfninagio {DAG}) (Fig. 1), com maior peso
seco das partes vegetativas e reprodutivas, Embora
o menor peso seco da parte vegetativa tenha sido
observado na simbiose de Negro Argel com
127 K-17, o menor peso de vagens, entretanto,
ocorreu na cultivar Venezuela-350 em associagio
com essa mesma estirpe. De um modo geral, nio
se constatou o efeito da interagio entre cultivares
e estirpes no peso seco dé raizes.

O pico de produgio de massa nodular foi atin-
gido aos 42 DAG (Fig. 1), logo apds o floresci-
mento, com uma pequena produgfo secundiria
de nédulos no periodo de enchimento dos grios
(63 DAG). Os nddulos da populagdo sécundiria
foram menores e loca.hzados nas extremidades das
raizes laterais.

As anilises da coleta final (77 DAG) maostraram
que houve efeito da interagdo entre cultivares e
estitpes no peso seco das sementes e no indice de
colheita (peso semente/peso total da planta)
(Tabela 1). Verificou-se que a combinagio simbié-
tica da cultivar Negro Argel com a estirpe CO5
apresentou nio s6 a maior produtividade de
sementes mas também um indice de colheita mais
elevado, o que indica um efeito favorivel da sim-
biose na partigio de fotossintatos destinados a
produgio de grios.

Quanto ao efeito da estirpe de Rhizobium,
verificou-se que as plantas inoculadas com a
estirpe CO5 apresentaram, no pen’odo compreen-
dido entre 21 e 63 DAG, maior peso seco de folhas
e caule, sem, contudo, alterar o peso das rafzes. A
produgio final de sementes das plantas que rece-
beram inoculagio com a estirpe CO5 foi de
8,41 g . planta®, contra 6,56 g . planta! nos
feijdes submetidos a inoculagio com a estirpe
127 K-17 (Fig. 1}. A maior produtividade alcan-
¢ada nas plantas inoculadas com a estirpe CO5,
entretanto, nio foi relacionada com uma maior
produgio de nddulos, o que concorda com resul-
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tados obtidos por Rennie & Kemp (1981) e
Hungria & Ruschel (1982). Como pode ocorrer
um desvio, para os nodulos, de 10% a 30% dos
fotossintatos da planta hospedeira (Schubert &
Ryle 1980), os sistemas simbidticos que apresen-
tem menor gasto de carbono e energia com a for-
magio, crescimento e manutengio dos néddulos,
podem favorecer diretamente o crescimento das
plantas.

Na maioria das coletas nio se verificaram dife-
rengas significativas entre as cultivares no peso
seco da parte vegetativa, mas a Venezuela-350
apresentou maior peso de raizes e de nédulos.
A produgio final de sementes, porém, foi de
8,34 g . planta! na Negro Argel contra 6,68
g . plzmta'l na Venezuela-350. Houve, portanto,
um efeito da cultivar no {ndice de colheita, o que
ji havia sido obsetvado em feijio (Hungria &
"Ruschel 1982) e soja (Israel 1981).

De modo geral, o actimulo de nitrogénio nas
diversas partes da planta (Fig, 2) seguiu as mesmas
tendéncias do acimulo de matéria seca, com
excegdo da simbiose de Negro Argel com a estirpe
127 K-17, que, embora apresentasse menor peso
da parte vegetativa do que a Venezuela-350 com
essa mesma estirpe, apresentou maior percentagem
de nitrogénio nos tecidos, acumulando, portanto,
mais nitrogénio. Nio houve correlagdo entre o
peso de nddulos e o nitrogénio acumulado nas
plantas,

O efeito da interagdo entre cultivares e estirpes
foi observado nio s6 no nitrogénio total da parte
vegetativa e das sementes, mas também no fndice
de colheita para nitrogénio (N semente/N planta)
(Tabela 1). O sistema simbidtico Negro Argel/CO5
superou o nitrogénio total das sementes de Vene-
zuela-350/127 K-17 em 88%, e esse incremento
esteve relacionado com uma supericridade de 60%
no peso seco das sementes e de 17% na percen-
tagem de nitrogénio das sementes, O indice de
colheita para nitrogénio na simbiose Negro
_Argel/COS5 foi 16% superior ao da simbiose Vene-
zuela-350/127 K-17. Desse modo, conforme foi
também constatado em feijdo por Ruschel & Saito
(1977}, Ruschel et al. (1979} e Hungria & Ruschel
{1982), hi diferengas entre os sistemas simbiéticos
nio s6 na quantidade de nitrogénio fixado mas
também na distribui¢do desse nitrogénio. Conse-
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qilentemente, é importante que a selegio das
melhores simbioses considere as diferengas no
metabolismo 2ssimilatério do nitrogénio, correla-
cionando-se o melhor desempenho com o nitro-
génio total das sementes e ndo s6 com o nitrogénio
total da planta,

Embora Negro Argel/CO5 e Negro Argelf127
K-17 tivessem acumulado mais nitrogénio total
na casca da vagem (Tabela 1), a relagio N semen-
te/N semente + casca da vagem fol a mesma para
todas as simbioses, nio se observando, portanto,
nenhum acimulo preferencial do nitrogénio
fixado na casca da vagem ou na semente, ao con-
tririo do observado por Ruschel et al. (1982) em
feijgo, : ‘

Também se observou o efeito das cultivares e
estirpes no nitrogénio total das partes vegetativas
e reprodutivas, com as mesmas tendéncias do peso
de matéria seca, Desde os 42 DAG j4 foi possivel
detectar diferengas no nitrogénio total das vagens
(Fig. 3) ¢, aos 77 DAG, as plantas inoculadas com
a estirpe CO5 superaram o nitrogénio total das
plantas inoculadas com aestitpe 127 K-17 em 48%,
enquanto a cultivar Negro Argel superou o nitro-
génio das sementes da Venszuela-350 em 30%.

Apbs os 63 DAG, observou-se um efeito da
cultivar, da estirpe e da interagdo entre cultivares
e estirpes na percentagem de nitrogénio total das
folhas senescentes., Desse modo, embora ndo
houvesse diferenga estatistica no peso seco das
folhas senescentes entre as cultivares aos 77 DAG,
a percentagem de nitrogénio na Negro Argel foi
de 0,91%, e na Venezuela-350, de 1,31%. Esse
efeito também foi observado entre estirpes, com
0,88% de nitrogénio nas folhas senescentes das
plantas inoculadas com CO5 contra 1,38% nas
plantas inoculadas com 127 K-17, A remobilizagdo
de nitrogénio das folhas fol, portanto, afetada
pelas cultivares e estirpes e o nitrogénio perdido
nas folhas senescentes (N na folha senescentef
N total da planta) na associagio da cultivar Vene-
zuela-350 com 127 K-17 superou em 193% o
nitrogénio perdido pela simbiose de Negro Argel
com COb.

O maijor indice de colheita para nitrogénio
obtido pela estirpz COS pode ter sido relacionado
nio s6 com o efeito da estirpe na remobilizagTo do
nitrogénio mas também na partigio direta de
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nitrogénio para as sementes. Confirmam-se, desse

nutrigio nitrogenada das sementes. Também se
modo, os relatos feitos anteriormente em soja por

observou um efeito atribuido 3 cultivar no indice
Neves et al, (1985) sobre o efeito da estirpe na  de colheita para o nitrogénio.

i3

Peso seco da parte vegetativa (g . pI™')

Peso seco da parte reprodutiva {g. pI”')

-l,

Peso seco total das plantas {g. pi™)

Peso seco dos nédulos (mg . pi™)

Dins apés a germinacio

FIG, 1. Peso seco da parte vegetativa {folhas verdes+ caule + folhas senescentes), da parte repro-
dutiva, dos nodulos e peso seco total (incluindo raizes) das cultivares Negro Argel <)
& Venezuela 360 {&) inoculadas com ss estirpes CO5 (O8) e 127 K 17 (®A) de Rhizo-

bium, Médias de 8 repetigles; as barras verticais representam o dms gquando houver -
diferanga estatistica ao nfvel de 1%.
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TABELA 1. Efeito da intera¢do entre cultivares de feijdo e estirpes de Rhizobium nos parimetros relativos 4 produti-
vidade das plantas, nitrogénio das sementes e nitrogénio perdido pelas folhas senescentes aos 77 dias apds
a germinagdo em feijio nodulado. Médias de 8 repetigdes,

Negro Argel Venezuela-350 V.
Pardmetro (%)
cos 127 K17 COS 127 K-17

P -1 3. - b b ¢

eso seco de sementes {g. pl™) 9,47 7736 7,22 591 6,38
Peso seco total da planta {g . pi*'} 18 68° 15.66°0 14 60° 13507 10,05
Peso semente: Peso total
({ndice de catheita) 0512 0470 0,497 0,44° 3,08
N total da sementa (mg N . pl "1} 310,592 225,72° 197,00° 165,45° 14,12
% N na semente a,28% 3,072P 2,723° 2,80%¢ 5,02
N total da planta {mg N . pI'!) 375,157 307 85° 262,04%¢ 238,95° 19,57
N total semente/N total da planta
{indice de colheita para N) 0,83 0,73° 0,75° 0,69° 422
N total da casca da vagarn (mg N pI™!) 21,10° 16,2430 1334° 11,052 9,35
N semente/N {semente+ casca da vagem) 0,94a 0,9«'&a 0.93a ll!,94a 3,78
% N perdido nas folhas senescentes
{N folha senescente/N total da planta) 7.80° 13,66° 15,72° 22.86° 15,78

L]

Na Fig, 4 estio representados os dados relativos
i atividade da nitrogenase durante o ciclo das
plantas, A cultivar Negro Argel e a estirpe CO5
apresentaram maior atividade da nitrogenase total
ou especifica (por grama de nédule), particular-
mente no perfodo entre 35 e 56 DAG).

A atividade total da nitrogenase aumentou con-
sideravelmente logo apds o florescimento (35 DAG),
atingindo. o pico no perfode médio de enchimento
dos grios {49 DAG). Desse modo, as maiores taxas
de atividade da nitrogenase ocorreram num dos
perfodos de maior importincia para a nutri¢ao das
plantas, :

Muitos autores observaram um declinio na ativi-
dade da nitrogenase logo apés o florescimento, o
que foi atribuido & menor disponibilidade de
cartbono para os nédulos, em virtude da compe-
tigio com as vagens (Lawn & Brun 1974, Bethlen-
falvay & Phillips 1977, Herridge & Pate 1977).
Entretanto, pode-se observar que, quatorze dias
apos o florescimento, as vagens representaram, em
média, 21% do peso total das plantas e, portanto,
nio devem ter desempenhado um papel relevante
na competigio por carbono nesse perfodo., Além
disso, Peat et al. {1981) e Hungria (s.d.) observaram
que as vagens podem estimular a fixagdo de nitro-
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Valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.

génio, e Streeter (1981) constatou que o declinio
na atividade da nitrogenase em soja ocorreu mes-
mo quando ainda podiam ser detectadas consi-
derdveis quantidades de carbono nos nédulos.

Neste experimento, apesar do aumento na
atividade da nitrogenase observado logo apés o
florescimento, houve uma queda acentuada apés
os 56 DAG. A explicagio poderia, entio, vir da
sugestio de Peat et al. (1981), de que fatores
associados com as estruturas reprodutivas, particu-
larmente os botdes florais, promoveriam a fixagdo
do nitrogénio durante a primeira fase do perfodo
reprodutive embora mais tarde, como o crescimen-
to ripido das sementes, essas passem a competir
com sucessa pelos fotossintatos; resultando em
um declinio na fixa¢do do nitrogénio.

Israel (1981) observou que o nitrogénio total
das sementes de duas cultivares de soja foi obtido
por duas estratégias: altas taxas de atividade da
nitrogenase antes do perfodo reprodutivo ¢ taxas
elevadas de remobilizagio ou, entdo, alta taxa de
atividade da nitrogenase no perfodo reprodutivo
e baixa remobilizagio. Neste experimento, entre-
tanto, observou-se que o maior acimulo de nitro-
génio nas sementes do feijio esteve associado a
uma terceira estratégia: taxas elevadas de atividade
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da nitrogenase no perfodo de estabelecimento e
infcio do enchimento das vagens e taxa elevada de
remobilizagio.

A evolugio do hidrogénio pelos ndédulos (Fig. 5)
durante o ciclo do feijio seguiu, em linhas gerais,
a curva de atividade da nitrogenase, obtenda-se
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uma alta correlagio entre esses dois pardmetros,
tanto nas avaliagdes por planta (r = 0,810™%),
como nas avaliagdes por peso de nédulo
(r = 0,787%"), contrariamente a Bethlenfalvay &
Phillips (1977), que observaram que o pico da
evolugio do hidrogénio em ervilha preceden o
pico da atividade da nitrogenase.
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senescentes (fs), sementes (s) e casca da vagem {cv} de duas cultivares de
feijdo inoculadas com as estirpes COS e 127 K-17 de Rhizobium, Médias
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Médias de 8 repeticdes; aos 42 8 49 DAG, N das
vagens; apbs os 56 DAG, N das sementes [ e da
casca da vagem EZ; as barras verticais representam
dms ao nivel de 1%.

A evolugdo do hidrogénio é um processo que
ocorre simultinea e obrigatorfamente com a
redugio do nitrogénio, havendo, teoricamente,
o gasto de sete ATP equivalentes por hidrogénio
produzide (Winter & Burris 1976), consumindo
25% a 50% dos elétrons destinados i nitrogenase
e representando uma considerdvel perda de energia,
Parte da energia perdida, porém, pode ser recupe-
rada quando houver a agio da enzima hidrogenase,
que recicla o hidrogénio (Schubert & Ryle 1980).

A evolugdo do hidrogénio foi maiot nos sistemas
simbibticos que acumularam menos nitrogénio,
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FIG. 4. Variagdo na atividade.da nitrogenase total (a) e
especifica {b} durante o ciclo de duas cultivares
de feijdo inoculadas com as estirpes CO5 e 127
K-17 de Rhizobium. Médias de 4 repetig8es; as
barras verticais representam dms quando houver
diferenga estatfstica ao nivel de 1%; {F indica a
época do florescimento,

particularmente na fase de maior atividade (entre
35 e 56 DAG). Como a maior evolugdo do hidro-
génio nio esteve relacionada com a maior ativi-
dade da nitrogenase, pode-se deduzir que nas
simbioses mais eficientes provavelmente houve a
a¢do da enzima hidrogenase. Essa economia ener-
gética provavelmente desempenhou um papel
relevante na produgio de vagens, pois, como
salientaram Pacoksky et al. (1984), a baixa reci-
clagem do hidrogénio observada em feijio prova-
velmente é um fator limitante nessa simbiose,
Houve efeito da cultivar de feijio e da estirpe
de Rhizobium na evolugio do hidrogénio. Inicial-
mente, acreditava-se que o metabolismo do hidro-
génio era controlado unicamente pela estirpe de
Rhizobium, uma vez que somente ela conteria
as informagdes genéticas para a sintese da hidro-
genase (Carter et al. 1978, Schubert & Ryle 1980).
Posteriormente, porém, observaram que a planta
hospedeira também poderia influenciar o metabo-
lismo do bidrogénio (Gibson et al. 1981, Hungria
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& Ruschel 1982), provavelmente pela indugio da-

sintese da hidrogenase.

A variagio na eficiéncia relativa (ER) dos
elétrons destinados 4 nitrogenase estd representada
na Fig, 6, onde se observa que houve um declinio
logo apés o florescimento, o que concorda com
resultados encontrados em feijic por Hungria &
Ruschel (1982}, porém nio concorda com o
observado em ervilha por Bethlenfalvay & Phillips
(1977) e Edie & Phillips (1983), segundo os quais
as maiores ER ocorrem sob condigdes de limitagdo
de carbono, quando aumenta a atividade da hidro-
genase. Também refor¢am a hipétese de que, logo
apds o florescimento, os sistemas simbidticos nio
estavam limitados pelo carbono.

ok Hy L pit w7t
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Dist spds n gurminaclo

FIG. 5. VarlagSo na evolugiio do H total (a) e especifica
{b) durante o cicto de duas cultivares inoculadas
com as estirpes CO5 e 127 K-17. Médias de 4 re-
peticfies; barras verticais representam © dms ao
nfvel de 1%; 1F indicam o florescimento,

Foram constatadas diferengas entre os sistemas
simbibticos quanto 4 ER (Fig. 6), ¢ as simbioses
mais eficientes apresentaram maior ER. Como hi
um desvio minimo de 25% dos elétrons com a
evolugio do hidrogénio, pode-se concluir que os
valores de ER acima de 0,75 estdo relacionados
com a atividade da hidrogenase, Desse modo,
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todos os sistemas simbidticos tiveram, pelo menos
durante uma fase do ciclo da planta, a agfo da
hidrogenase.
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FIG. 6. Variacdo na eficiéncia relativa {ER) durante o
ciclo de duas cultivares de feijdo inoculadas com
as estirpes COB e 127 K-17. Médias de 4 repeti-
¢8es; as barras verticais representam dms quando
houver diferenga estatistica ao nivel de 1%; tF
indica a época de fiorescimento.,

Houve uma alta correlagio entre a ER (nas
coletas entre 21 e 63 DAG) e o peso seco e nitro-
génio total das sementes aos 77 DAG. Na Fig, 7,
pode-se observar a correlagio entre a ER aos
42 DAG e o nitrogénio total das sementes e o
indice de colheita para o nitrogénio aos 77 DAG,
Em soja, Carter et al. (1978) e Zablotowicz et al.
{(1980) também observaram que as estirpes que
possufam a enzima hidrogenase e, portanto,
evolufam menos hidrogénio, acumulavam mais
nitrogénio nas sementes.
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dos elétrons destinados & nitrogenase aos 35 DAG
{florescimento}l e (Y) o nitrogénio total das
sementes e 0 indice de colheita para o nitrogénio
aos 77 DAG em feij§o nodulado,

Em relagdo ao transporte de nitrogénio na seiva
do xilema, verificou-se que somente no inicio e
no final do ciclo do feijio - fases de menor fixagdo
de nitrogénio - fol possivel detectar diferengas
entre os sistemas simbiéticos em relagio i concen-
trag@o de nitrogénio total na seiva (Fig. 8a), Mas,
quando se considerou a taxa de transporte de
nitrogénio (concentragio de nitrogénio x taxa de
exsudagio da seiva), puderam ser detectadas dife-
rengas entre os sistemas simbidticos, particular-
mente na fase de maior fixagio de nitrogénio
{Fig. 8b). Isso ocorreu porque houve um efeito,
tanto da cultivar de feijio como da estirpe, na taxa
de exsudacio da seiva. O efeito da cultivar de
feijio na taxa de exudagio ji fol relatado por
Thomas et al. (1984) e o efeito da estirpe de
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Rhizobium em soja foi observado por Minamisawa
et al. {1983).

A maior parte do nitrogénio na seiva foi trans-
portada sob a forma de ure{dos, alantofna e dcido
alantdico (Fig. 9). O icido alantéico, por sua vez,
representou a maior fragio dos ureidos, de 52% a
88%, concordando com resultados encontrados
em soja por Zengbé & Salsac, (1983) e em feijio
por Thomas et al. (1983), o que estaria relacio-
nado com a atividade da alantoinase nas rafzes e
nddulos.

anvoles ¥ totel . ml . seive?

{I\' i i L ), 1 L 1
[ 28 42 56

Dius aptn & guiminacho

FIG. 8. Concentracfo (a) e taxa de transporte (b} de N
total na seiva do xilema durante o ciclo de feijfo
das cultivares Negro Argel {O) e Venszuela - 350
{2} inoculadas com as estirpes CO5 {OA) ou
127 K-17 (= A}, Médias de 4 repeti¢Ses e as bar-
ras vertizais representam o dms guando houver
diferznga estat{stica ao n(vel de 1%.
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FIG. 9 Variagio da % do N total da seiva do xilema como N-ureido, N-&-aminoécido, N-amidae N

ambdnia durante

o ciclo de feij5o, cultivar Negro Argel (Q) ou Venezuela-350 (A} inoculado

com as estirpes CO5 {0 A) ou 127 K-17 (@A | de Rhizobium. Médias de 4 repeti¢Ses ¢ as bar-
ras verticais indicam o dms quando houver diferenga estatistica ao nivel de 1%.

Observou-se um aumento no transporte de
ureidos na época de malor atividade da nitroge-
nase, ou seja, entre 35 e 56 DAG (Fig. 9), confor-
me foi também observado em feijio nodulado por
Cooksen et al. (1980). Isso pode ter ocorrido
porque nessa fase houve malor fixa¢fo de nitro-
génio, sendo necessirio incorporar a maior quanti-
dade de aménia produzida em formas nitrogenadas
caracterizadas por uma menor relagio C/N, como
os ureidos, uma vez que nio haveria, nessa mesma
época, um aumento correspondente na quantidade
de carbono disponivel para os nédulos, o que
concorda com a hipGtese de Thomas & Schrader
(1981b).

As combinagBes simbidticas mais eficientes, e
que transportaram mais urefdos, apresentaram
menor transporte de N-a-amino, nio havendo,
porém, diferengas na % de nitrogénio sob a forma
de amidas ou am&nia (Fig. 9).

Houve efeito da cultivar de feijio (Tabela 2) na
concentra¢io e taxa de transporte de nitrogénio
total na seiva do xilema, o que confirma resultados
encontrados em feijio por Thomas et al. (1984).

Foi observado, também, um efeito na percentagem
de N-ureidos, e o melhor desempenho da cultivar
Negro Argel foi relacionado com a maior produgio
de ureidos, sendo que esta cultivar transportou,
durante o ciclo, em média, 10% a mais de urc1dos
do que a Venezuela-350.

O efeito da estitpe de Rhizobium no transporte
de nitrogénio e teor de urefdos pode ser visto na
Tabela 3. A melhor estirpe, CO5, nio 56 apresen-
tou, em média, uma taxa de transporte de nitro-
génio total 52% superior & da 127 K-17, como
também transportou 10% a mais de nitrogénio sob
a forma de ureidos. O efeito da estirpe de Rhizo-
bium na composigdo da seiva do xilema foi notado
também em soja por Israel & McClure (1980) e
Minamisawa et al. (1983), que constataram um
aumento no teor de asparagina com as melhores
estirpes. O melhor desempenho da estirpe também
ji foi relacionado com o maior teor de ureidos em
soja (Neves et al. 1985) e feijio (Hungria s.d.).
Esses resultados levam i indicagio de que a estirpe
de Rhizobium pode afetar o metabolismo de assi-
milagdo e transporte de nitrogénio.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 21(7):715-730, jul. 1986.
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TABELA 2. Efeito da cultivar de feijio na concentragdo de N, taxa de transporte de N e percentagem de N-ureido nz
seiva do xilema durante o ciclo de feijio, Médias de 8 repeticdes.

Dias apds a germinagdo

Cultivar

14 21 28 35 42 49 53 63
Negro Argel fimol N . mi'1{a} 73.7 87.7 619 59.6 49.8 48.1 72.4 448
nmol N, pt™t | min” 92.7 1175 1420 2319 2830  265.4 257.4  70.7
% N-ureidoc} 72.1 65.0 676 76.5 79.4 725 731 628
Venezuel2-350 pwmol N . mi"1 () 46,7 399 49.1 49.1 44.4 47.8 626 36.7
nmol N . pt™t . min™! 43.1 70.8 4.6 141.2 2013 1923 1830 34.8
% N-urefdo!®! 59.0 635  64.1 65.8 725 71.1 626 59.0
F (a, L X ] e - e Ex ] ns ns - “*n
F (b) * % " e " * % L] * " *
F tc) - ns L3 - " - " ns " *

[

Significativo a0 nive! de 5%.

** Significativo ao nive! de 1%.

ns = ndo-significativo,

TABELA 3. Efeito da estirpe de RAizobium na concentracio de N, na taxa de transporte e N e % N-ureido na seiva
do xilema durante o ciclo do feijdo, Médias de 8 repetigdes.

Dias apbs a germinagdo

14 21 28 35 42 49 58 63
COS dmol N, m 66.7 52.4 616 58.5 46.8 49.0 71.3 45.8
nmol N . pl'1 . min 775 109.3 146.3 2295 2695 2799 268.0 74.5
% N-ureido!c] 68.6 §52  68.0 74.0 778 709 69.8 61.2
127 K-17 mol . N . 537 452 49.3 50.1 475 469 64.4 25.7
nmol N, pl'1 .min, 60.3 80.0 90.3 143.6 215.2 177.8 172.3 31.0
% N-urefdo 62.3 63.3 63.7 68.2 74.1 727 65.9 60.4
F (E) LR ns L2 - ns ns e - E
F (b) - LX 3 LE ] - % - * - LEJ *n
F (c) ns ns i e e ns ns ns

* Significativo ao nivel de 5%.

Observou-se uma alta correlagdo entre a percen-
tagem de nitrogénio como urefdos (aos 28, 35, 42,
56 e 63 DAG) e o nitrogénio total das vagens ou
o {ndice de colheita para nitrogénio aos 77 DAG.
Na Fig. 10, estio representadas essas correlagGes
com o teor de ure{dos aos 35 DAG. Desse modo,
pode-se concluir que os sistemas simbidticos mais
eficientes em relagdo ao acdmulo de nitrogénio nas
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** Significativo ao nivel de 1%,

ns = nao-significativo.

sementes foram os que transportaram mais ure{dos.

Recentemente, Rainbird et al. (1984) observa-
ram que, embora os ure{dos representassem a
maior fragio do nitrogénio transportado na seiva
do xilema de soja, eles nio desempenhavam o
papel principal na nutrigio do embriio. Entretan-
to, a atividade da alantoinase e alantoicase nas
folhas e caules (Herridge et al. 1978, Thomas &
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Schrader 1981a) permite a quebra e assimilagdo
dos ureidos em outros compostos, podendo ser
responsivel pela quebra de até 88% dos ureidos,
que podem ser entio utilizados para a nutrigdo das
sementes. Além disso, foi detectada alta atividade
da alantoinase e alantoicase nos frutos em desen-
volvimento {Thomas & Schrader 1981a), sendo
que as sementes apresentam as maiores atividades
da alantoinase (Herridge et al. 1978, Thomas &
Schrader 1981a). Desse modo, os ureidos podem
ser degradados no caule, folha e vagens e assimi-
lados em compostos como aminodcidos e amidas,
que sdo utilizados pelas sementes, mas também
podem ser transportados diretamente -para as
sementes, onde sio degradados e entfo assimi-
lados em aminodcidos e protefnas.
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FIG. 10. Correlagdes entre {X) % N-urefdo acs 35 DAG
(florescimento) e (Y) N total das sementes e
fndice de colheita para o nitrogénio aos 77
DAG em feijdo nodulado.

727

Encontrou-se uma correlagfo significativa entre
a ER e a percentagem de nitrogénio sob a forma
de ureidos (Fig. 11) - o que concorda com resulta-
dos obtidos em soja {Neves et al. 1985} e em
feijio (Hungria s.d.) -, e sugerindo uma possivel
relagdo entre o metabolismo dos urefdos e 0 meta-
bolismo do hidrogénio, o que poderia ser expli-
cado pelo fato de que, quando hd menor evolugio
do hidrogénio, fica disponfvel maior quantidade
de ATP, e hi maior produgio de amdnia, que
deve entdo ser transportada sob formas nitroge-
nadas mais econdmicas, como os ureidos. Em
resultados preliminares, essa hipétese estd sendo
confirmada em nossos laboratérios pela utilizagao
de mutantes hup"'. isto é, mutantes de estirpes nas
quais originalmente nio se detectou a atividade
da hidrogenase.

Em relagio 4 escolha de uma metodologia
ripida para identifica¢io dos sistemas simbiéticos
mais eficientes, pode-se ver, na Tabela 4, 2 compa-
ra¢io entre os métodos usados e o nitrogénio total
das plantas (raiz + caule + folhas + vagens} durante
o ciclo do feijio.
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FIG. 11. Correlagio entre 3 (X) eficiéncia relativa (ER)
dos elétrons destinados & nitrogenase e {Y)a %
N-urefdo na seiva do xilema em feijdo nodula-
do. Determinag&es aos 35 DAG.
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TABELA 4, Corelagdes entre (X) reducio do acetileno, ER e N na seiva do xilema e (Y) o N total acumulado nos teci-
dos do feijio durante o crescimento das plantas. Utilizagdo de 16 pares de dados.

{Y} N total da planta

Pardmetro . e
{x) Dias apds a germinagdo
14 - 21 28 35 42 49 56 63
Redugdo do acetileno . )
{umoles CzHq . gnod™* . h71) ns.  0648** -0510** 0855°* 0,702** 0,900** 0881** ns.
Redugdio do acetileno ] ‘
(Limoles CaHy . pl'l ph n.s. ns. n.s, 0,842** 0,809"* 0,901** 0,600** 0,002**
Hz " '
ER (1 - oo } . n.s. 0845** 0,894** 0,901"" 0,.841*" 0,909** 0,900** 0,915**
2H4 . '
Concentragdo de N na
seivado xilema 0,635** n.s, ns. 0.888** 0540* 0,700** 0,760** 0,940*"
{umol N, mi™})
Taxa de exsudagfo de : . ) .
N na seiva . 0,608 ns. 0,946** 0926** 0,952** 0928*" 0,930** 0,950*"
{nmol N pI™' . min!)
% N-ureido 0,510* ns. 0,700"* 0926** 0946** ns.  0935** 0,737**
* Significativo ao nlvel de 5%. ** Significativo ao nivel de 1%. ns = ndo-significativo,
Apesar das restri¢Ses que o método de redugdo

do acetilenc apresenta, encontrou-se uma boa cor-
relagio entre o etileno produzido e o nitrogénio
acumulado nos tecidos, mas s6 a partic dos
35 DAG. Entretanto, a correlagio com a ER foi
mais elevada e foi significativa desde os 21 DAG.

A anilise dos compostes nitrogenados na seiva
do xilema vem sendo sugerida como um método
pritico e eficiente (Thomas et al. 1984) para a
selecio dos methores sistemas simbidticos. Pode-se
constatar (Tabela 4) que a concentrago de nitro-
génio na seiva do xilema ndo foi um bom parime-
tro, mas as correlag@es mais elevadas com o nitro-
génio total da planta foram obtidas com a taxa de
exsudagdo de nitrogénio na seiva do xilema, desde
os 28 DAG, e com a percentagem de nitrogénio
como urefdos aos 35 ¢ 42 DAG.

Desse modo, pode-se concluir que outros
métodos mais ripidos do que a andlise de nitro-
génio nos tecidos podem ser empregados na
avaliagio da eficiéncia dos sistemas simbidticos,
tais como a taxa de translocagio do nitrogéniona
seiva do xilema, a percentagem de nitrogénio como
ureidos, ou mesmo a ER. Neste ¢aso, a época mais
adequada para as avaliagdes foi aos 35 DAG
{florescimento} ¢ aos 42 DAG.
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CONCLUSOES

1. Foram observados efeitos da cultivar de
feijdo, da estirpe de Rhizobium e da interagio
entre cultivar e estirpe no peso seco e N total das
partes vegetativas e reprodutivas, no fndice de
colheita (peso seco de sementes/peso seco total da
planta), no indice de colheita para N {N semente/
N planta) e no N perdido nas folhas senescentes.

2. O melhor desempenhc simbidtico esteve
associado com maiores taxas de redugio do aceti-
leno entre o florescimento (35 DAG) e o perfodo
médio de enchimento dos grios (56 DAG) e alta
remobilizagfo do N das folhas para os graos.

3. A evolugdo do Hy pelos nédulos seguiu a
atividade da nitrogenase, ¢ os sistemas simbidticos
que evolufram mais H, acumularam menos N nos
tecidos. Houve efeito da cultivar e da estirpe na -
eficiéncia relativa (ER) dos elétrons destinados
i nitrogenase.

4. O melhor desempenho da cultivar Negro
Argel e da estirpe CO5 esteve associado com taxas
mais elevadas de transporte de N total na seiva do
xilema e % do N na seiva sob a forma de ure{dos,
partticularmente na época de maior atividade da
nitrogenase (35 e 56 DAG).
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5. Foi encontrada uma correlagio positiva signi-
ficativa entre a ER e a percentagem N-ureido,
indicando uma possivel relagio entre o metabo-
lismo do hidrogénio e o metabolismo dos urefdos
nos nédulos.

6. A melhor combinagio simbibdtica, da cultivar
Negro Argel com a estirpe COS5, superou a combi-
nagio menos eficiente, Venezuela-350 -127 K-17,
em B8% quanto ao N total das sementes, em 20%
quanto ao fndice de colheita para N e perdeu
menos N nas folhas senescentes,

7. A taxa de translocagio de N na seiva do
xilema, a percentagem N-urefdo e a ER foram
métodos vilidos e rdpidos para avaliagdo da efi-
ciéncia dos sistemas simbibticos e a melhor época
para essas avaliagBes, em feijio, foi entre 35 e
42 DAG.
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