ASSIMILAGAO DE NITROGENIO EM PLANTAS NODULADAS
DE PHASEOLUS VULGARIS L. E VIGNA UNGUICULATA (L.) WALP!
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RESUMOQ - Foram comparados e contrastados em condigdes de campo os processos de assimilagio de
nitrogénio via nitrogenase e nitrato-redutase, o transporte e a acumulagio de nitrogénio em plantas no-
duladas de Phaseolus vulgaris ¢cv. Rio Tibagi e Vigna unguiculata cv. Vita 34, V. unguiculata apresentou
valores mais altos de atividade da nitrogenase. A pequena nodulagio de P, vulgaris resultou em maior
dependéncia do nitrogénio mineral do solo, o que foi indicado pelos valores elevados de atividade da
nitrato-redutase em relagdo a V. unguiculata, principalmente na fase reprodutiva das plantas. A supe-
rioridade de V. unguiculata em assimilar e depois remobilizar o nitrogénio originalmente alocado nos
drgdos vegetativos foi acompanhado de produgio de grios 28% maior que a do P, vulgaris. Nio foi ob-
servada corzelagio entre ag variagBes estacionais do teor de ureidos da seiva e atividade da nitrogenase
para as duas espécies estudadas; entretanto, P. vuligaris exibiu uma correlagfo negativa entre as varia-
¢Bes na atividade da nitrato-redutase e o teor de ureidos na seiva, indicando que as vias metabolicas
que resultam na produgio de urefdos funcionam alternativamente 4 assimilagio de nitratos.

Termos pata indexa¢3io: nitrogenase, nitrato-redutase, ureidos.

NITROGEN ASSIMILATION BY NODULATE PLANTS
OF PHASEOLUS VULGARIS L. AND VIGNA UNGUICULATA (L.} WALP

ABSTRACT - Under field conditions, the processes of nitrogen assimilation via nitrogenase and nitra-
te-reductass, the transport and the accumulation of nitrogen in nodulated plants of Phaseolus vulgaris
ev. Rio Tibagi and Vigna unguiculata cv. Vita 34 were compared and contrasted. V. unguiculata
showed better nodulation than P. vulgaris and consequently had higher rates of nitrogenase activity,
The small nodulation of P, vulgaris resulted in greater dependence on soil mineral nitrogen as indicated
by the higher rates of nitrate-reductase activity compared with V. unguicufata, especially during
reproductive stage of growth. The superiority of V. unguicul/ata in terms of assimilation and remobili- .
zation of stored nitrogen resulted in a seed yield 28% greater than that of P, vulgaris. There was no
correlation between the seasonal changes in the ureides content of the xylem sap and the nitrogenase
activity for both plant species. However, P, vulgaris showed a negative correlation between the nitrate-
-reductase activity and the ureide content of the sap indicating that the metabolic pathways leading
to ureide production operates alternatively to nitrate assimilation,

Index terms: nitrogenase, nitrate-reductase, ureides.

INTRODUGAO

O custo cada vez mais alto dos fertilizantes ni-
trogenados tende a dirigir a pesquisa agricola, prin-
cipalmente nos paises em desenvolvimento, no sen-
tido de utilizar esses adubos de forma racional e
eficiente e, sempre que possivel, substitui-los total
ou parcialmente pela fixagio bioldgica de nitrogé-
nio, principalmente em se tratando de legumino-
sas. Dentre os muitos fatores que contribuem para
aumentat a produtividade é de fundamental impor-
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tincia uma maior disponibilidade de nitrogénio em
estigios criticos do crescimento, Leguminosas no-
duladas dispdem de duas fontes de nitrogénio, o
atmosférico e o nitrogénio mineral (solo ou ferti-
lizante), na forma, principalmente, de nitratos,
tendo, portanto, dois processos distintos de assimi-
lagio de nitrogénio que operam via nitrogenase e
nitrato-redutase, respectivamente. Conseqiiente-
mente, ¢ indispensivel o conhecimento do funcio-
namento destes processos fisioldgicos de assimila-
¢io de nitrogénio de modo a permitir o desenvol-
vimento de uma tecnologia capaz de aumentar os
niveis atuais de produtividade, mantendo o uso
mfnimo de fertilizantes nitrogenados,

Grande variabilidade & observada entre as dife-
rentes espécies de leguminosas quanto is variagbes
estacionais da atividade da nitrogenase, Atividades
mdximas sio observadas ora no perfodo vegetativo,
ora na floragio ou no perfodo de enchimento de
grios, ocorrendo, em algumas espécies, até mesmo
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dois - periodos distintos de atividades mdiximas
{Minchin et al. 1981}, dependendo tanto da espé-
cie como da cultivar, estirpe de Rhizobium e das
condigdes ambientais em que os experimentos fo-
ram conduzidos. A assimilagiio de nitratos do solo
nos perfodos de baixa atividade da nitrogenase po-
_de, em grande parte, contribuir para a economia de

nitrogénio das plantas.” Entretanto, a atividade da-

nitrato-reductase também estd sujeita a variagdes
estacionais, que ji foram relatadas para Glycine
max {Streeter 1972, Tribodeau & Jaworski 1975,
Franco et al. 1978}, Vigna unguiculata (Minchin
et al. 1980, Pulver 1977) e Phaseolus vulgaris
(Franco et al. 1979).

O processo preponderante de assimilagio de ni-

trogénio determina, em prande parte, o tipo do
composto nitrogenado que é transportado e fica

disponivel para os 6rgios em crescimento. J4 que
a sintese de ureidos ocorre principalmente nos
nédulos (Tajima & Yamamoto 1975) e estd rela.

cionada com a assimilagio do nitrogénio molecu-

lar recém fixado (Matsumoto et al. 1977b, Fujiha-
ra & Yamaguchi 1978, Herridge et al. 1978}, a uti-
lizagio de nitratos parece restringir a produgio de
urefdos (alantoina e alantoato) em G, max (Matsu-
moto et al. 19779; Fujiha;a et al. 1977) e V. un-
guiculata (Minchin et al. 1980, Neves et al. 1981).

O presente trabalho teve por objetivo estudar
sob condiges de campo os processos de assimila-
¢do de nitrogénio em plantas noduladas de P. vul-
garis e V. unguiculata (determinados através das
atividades da nitrogenase e nitrato-redutase) e o
transporte e acumula¢3o de nitrogénio nas plantas
durante o ciclo de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS |

O experimento foi realizado em condigbes de campo,
em solo Podzdlico Vermelho-Amarelo, série Silvicultura,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Ramos
et al, 1973). A anilise do solo antes da instalagdo do ex-
perimento revelou a seguinte composicdo: 51,8 ppm de
K; 3.2 ppm de P; 0,05 mE/100 g de Al; 5,2 mE/100 g de
Ca4 Mg; 0,13% de N total e pH 5,9, Antes do plantio foi
feita uma adubagio bisica com superfosfato simples
(80 kg/ha! de P,0;), KCl (30 kg/ha™ de K 0) e
(NH4)2504 (20 kg/ha ' de N). A drea experimental de
500 m?® foi dividida em parcelas de 15 m?, distribuidas
em blocos ao acaso, com quatro repetigdes, com espaga-
mento de 0,6 m x 0,05 m entre plantas. As sementes foram
inoculadas com as estirpes de Rhizobium correspondentes
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{uma mistura de C-05 e F 413 para P. vulgaris cv. Rio Ti-
bagi e 14 para V. unguiculata cv, Vita 34), imediatamente
antes do plantio, que foi feito em margo de 1980. Duran-
te o experimento, o solo foi mantido dmido através de.
freqiientes irrigag@es. As colheitas foram feitas semanal-
mente a partir da emergéncia (sete dias apds o plantio),
com inicio ds 9 h, para evitar variagbes diurnas na ativida-
de das enzimas.

Atividade da nitrogenase. Duas plantas por parcela fo-
ram cuidadosamente removidas do solo, cortadas na altu-
ra da cicatriz cotiledonar e as raizes noduladas foram co-
locadas em frascos de 300 ml, dos quais 12% do ar foi
substituido por acetileno. Apds 30 minutos de incubagio
4 temperatura ambiente (no campo), foram tiradas amos-
tras de 0,5 ml da mistura gasosa do interior dos frascos
para determinagio por cromatografia do etileno produzi-
do (Dart et al. 1972). o

- Atividade da nitrato-redutase. Qs folfolos do internd-

_dio médio de cinco plantas escolhidas ao acaso, em cada

parcela, foram coletados, acondicionados em gelo ¢ ime-
diatamente trazidos para o labordtorio, para determinagdo
da atividade da nitrato-redutase pelo método de Jaworski
(1971).

Determinagio do pesoc seco e nitrogénio total. Raiz,
caule e folhas de cinco plantas por parcela foram secos a
60°C até peso constante, para determinago do peso seco,
e o nitrogénio total de cada componente foi determinado
pelo método de Kjeldahl.

Coleta de exsudato do xilema e anilise de ureidos.
Quatro plantas escolhidas ao acaso em cada parcela foram
decapitadas a 3 cm da superficie do solo, e 0 exsudado foi
coletado durante uma hora (Minchin et al, 1980). As
amostras foram guardadas a -20°C até o momento da ani-
lise. O teor de alantoina e alantoato na seiva foi determi-
nado colorimetricamente pelo método de Young & Con-
way (1942),

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nio houve diferencgas significativas na ativida-
de da nitrato-redutase de V. unguiculata durante
o ciclo da planta (Fig. 1), enquanto que P. vulga-
ris mostrou dois picos de atividade da nitrato-redu-
tase, um aos 21 dias apds o plantio e outro aos
56 dias apds o plantio (duas semanas apds o inicio
da floragio). Nestas duas épocas, a atividade da ni-
trato-redutase de P, yulgaris foi cerca de quatro ve-
zes mais elevada que a observada para V. unguicu-
lata ¢ mesmo no periodo em que a atividade foi
minima (entre 42 e 49 dias apés o plantio) os valo-
res ainda eram cerca de 2,5 vezes superiores aos re-
gistrados para V. unguiculata. As variagbes estacio-
nais da nitrato-redutase de P. vulgaris observadas
neste experimento mostraram tendéncias seme-
lhantes is observadas por Franco et al. (1979},
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FIG. 1. Atividade da nitrato redutase durante o ciclo de
P. vulgaris 10 - - O} e Vigna unguiculata (0 — 0};
} indica inicio de floracdo.

com o segundo pico de atividade ocorrendo duas
semanas ap6s o inicio da floragio, As variagdes
estacionais na atividade da nitrato-redutase de
V. unguiculata cv. Vita 34 foram muito menos
acentuadas que as observadas por Minchin et al.
{(1980) em plantas nio noduladas da cultivar
K 2809 crescidas em fitotrons e recebendo diaria-
mente solugio nutritiva contendo 200 ppm N-ni-
trato, portanto, inteiramente dependentes desta
via de assimilagdo de nitrogénio.

O aumento exponencial do peso seco de nédu-
los de V. unguiculata logo nas primeiras semanas
apos o plantio contrasta com a nodulagio extre-
mamente deficiente de P. vulgaris (Fig. 2). Entre-
tanto, ambas as espécies exibem comportamentos
similares quanto & época de inicio da senescéncia
dos nédulos e, por conseguinte, queda de peso se-
co, que atingiu peso minimo dentro de trés sema-
nas apds o inicio da floragio. Os valores mdximos
de peso seco de nddulos registrados neste experi-
mento sio menores que os encontrados para V.
unguiculata crescendo em casa de vegetagio ou
fitotrons {Neves et al, 1981, Minchin et al. 1980,
Neves 1978) e para P. vulgaris crescendo no cam-
po e casade vegetagio (Franco et al. 1979, Franco
& Day 1978). Entretanto, os valores observados es-
tio dentro da média para estas culturas em condi-
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FIG. 2. Mudangas no peso seco de nddulos durante o ci-
clo de P. vulgaris {0--0) e V., unguiculata
{0 — 0); | indica infcio de floragdo.

¢oes de campo {faixa de 30 a 180 mg planta™ para
P. vulgaris e de 150 - 950 mg planta™ para V. un-
guiculata), para diversas cultivares (F.F. Duque,
comunicag¢io pessoal). Convém, entretanto, salicn-
tar que foi observado, a partir da época da flora-
¢3o um ataque de larvas de insetos aos nédulos de
ambas as espécies, o qual deve ter influide na no-
dulagio. Ezedinma (1964) também mencionou
ataques de larvas em néodulos de V¥, unguiculata po-
rém a importincia de tal fator ainda necessita ser
devidamente avaliada.

A atividade da nitrogenase foi medida até a sex-
ta semana apds o plantio (um acidente inutilizou
as medigbes da sétima e oitava semana). A fixagio
de nitrogénio medida pela atividade da nitrogenase
variou sazonalmente, de modo muito semelhante 4
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variagio observada no peso dos nédulos (Fig. 2 e
3). As diferengas extremamente acentuadas de no-
dulagio entre P. vulgaris e V, unguiculata também
existem em relagdo 4 fixagio de nitrogénio. Seme-
lhante ao que acontece com o peso dos né-
dulos, a atividade da nitrogenase cai drasticamente
logo apés o inicio da floragio (Fig. 3). Como foi
observada uma correlagio altamente significativa
{r=0,85**) entre o peso dos ndédulos e a atividade
de nitrogenase, pode-se estimar que a fixagio de
nitrogénio, a partir da sétima semana apds o plan-
tio, foi, praticamente, zero. Neste aspecto, os re-
sultados obtidos diferem dos de Franco et al.
{1979), que registraram valores bem mais altos pa-
ra a atividade da nitrogenase de um outro sisterna
simbibtico (P. vulgaris cv. Rico 23/Rhizobium
F 300+ F 310). Valores bem mais altos de ativida-
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FIG. 3. Atividade da nitrogenase (redugdo de C,H,) du-
rante o ciclo de P. vulgaris (0 --0) e V, unguicu-
fata {0 — 0}; | indica infcio de floragdo.
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de da nitrogenase ja4 foram também relatados para
V., unguiculata (Neves et al, 1981, Summerfield
et al. 1977}, porém estes valores provavelmente re-
fletem as condigdes préximas do 6timo em que as
plantas foram crescidas. Nos trépicos e em condi-
¢Bes de campo, valores bem préoximos aos deste
experimento tém sido freqiientemente observados
(F.F. Duque, comunicagio pessoal),

A Fig. 4 mostra a variagdo estacional do teor de
ureidos na seiva obtida como exsudado de plantas
decapitadas. Na primeira semana apds a germina-
¢io (quatorze dias apos o plantio), o teor de urei-
dos de V. unguiculata foi 12,5 vezes maior que os
de P. vulgaris, e se manteve mais alto até a quinta
semana, embora as diferengas nio fossem tio acen-
tuadas (1,5 vez maior). Na sexta semana, entretan-
to, os teores de urcidos em P, vulgaris mostraram
um aumento acentuado, ultrapassando o de V, un-
guiculata em 1,5 vez, voltando a cair para niveis
inferiores aos de V. unguiculata apenas na oitava
semana apds o plantio. A variagdo estacional nos
teores de ureidos nio coincide com a observada no
peso de nddulos e atividade da nitrogenase (Fig. 2,
3 e 4). Por outro lado, os niveis maximos de urei-
do em P, ypulgaris, entre a sexta e sétima semana
apbs o plantio, coincidem com niveis minimos de
atividade da nitrato-redutase (Fig. 1 e 4). Ao rdpi-
do aumento na atividade da nitratoredutase entre

COMCENTRAGAD DE UAENDK {ppm N

DIAS APOS PLANTIO

FIG. 4. Teor de urefdo no exsudado do xilema durante o
ciclo do P. vulgaris (0 - - Q) e V. unguiculata
(0 — 0); | indica infcio de floragéo.
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a sétima e oitava semanas, correspondeu uma acen-
tuada queda no teor de ureido; e considerando-se
todo o periodo experimental, observa-se uma cor-
relagio negativa (r= -0,79*) entre os dois parime-
tros. Para V. unguiculata tal correlagio nido foi
observada (r=-0,18}).

Em ambientes controlados, correlagdes estreitas
sio observadas entre o teor de urefdos transporta-
do na seiva e a fixagdio de nitrogénio de plantas to-
talmente dependentes da fixagio biolégica de ni-
trogénio e recebendo solugdo nutriente sem nitro-
génio {Minchin et al. 1980, Coockson et al. 1980).
A variagio observada neste experimento provavel-
mente reflete o que acontece com plantas sujeitas
a nutri¢do mista, como geralmente ocorre em con-
di¢bes de campo, apesar de que as influéncias de
diferentes taxas transpiracionais possam ter con-
corrido para tais respostas muito embora a umida-
de do solo tenha sido controlada e o plantio na
época de estiagem permitiu coletas sempre em dias
de sol.

A Tabela 1 mostra a variagio estacional do ni-
trogénio acumulado nas raizes, caules e folhas das
duas espécies estudadas, Em P. vulgaris, o nitrogé-
nio total das rafzes aumenta até os 28 dias apés o
plantio e em seguida mantém-se relativamente es-
tivel. No caule e folhas, o nitrogénio total aumen-
ta até a sétima semana apds o plantio, caindo logo
em seguida. Em ¥V, unguiculata o acimulo de ni-
trogénio nas rafzes, caule e folhas é mais intenso e
atinge valores miximos por volta do inicie da flo-
ragio (35 dias apds o plantio), O valor miximo de
nitrogénio total acumulado na parte aérea de P.
vulgaris e V., unguiculata ocorre na floragio (35 ¢
42 dias apds o plantio), respectivamente; e a partir
desta época comega a ser translocado para os fru-
tos. Aparentemente, cerca de 47% do nitrogénio
acumulado nas folhas de P. vulgaris é remobilizado
para os frutos, enquanto que V. unguiculata che-
ga a remobilizar cerca de 67% do nitrogénio aloca-
do originalmente nas folhas.

Estes resultados mostram diferengas acentuadas
no metabolismo de nitrogénio de P. vulgaris e V.
unguiculata. A superioridade de V., unguiculata em
obter o nitrogénio necessirio para crescimento e
produgio de sementes deve-se nio sb i ativa fixa-
¢do de N, e assimilagio durante o periodo vegeta-
tivo (Fig. 5}, mas também i remobilizagio eficien-
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FIG. 5. Acumulagdo de nitrogénia total (raiz + caule+ fo-

lhas) durante o ciclo de P. vulgaris (0 --0) e V.
unguiculata {0 — Q); } indica o inicio de flora-
¢ao.

te do nitrogénio acumulado nos estigios iniciais
do desenvolvimento, o que resultou na produgio
significativamente mais elevada de grios (1.041
contra 813 kg/ha™ para V. unguiculata e P, vul-
garis, respectivamente), contendo, entretanto, me-
nos teores semelhantes de n1tr0gen10 (3,03 e
3,30% respectivamente).

CONCLUSOES

1. V. unguiculata apresentou uma nodulagdo
muito superior & de P. vulgaris, e, correspondente-
mente, apresentou niveis mais altos de atividade da
nitrogenase, acumulando mais nitrogénio e de mo-
do ‘mais ripido. A pequena nodulagio de P. vulga-
ris resultou em uma maior dependéncia do nitro-
génio mineral, o que ¢ indicado em relagio 3 V.
unguiculata, principalmente na fase de maior de-
manda de nitrogénio {inicic do periodo reproduti-
vo). ' '

2..V. unguiculata mostra actimulo e transloca-
¢do de nitrogénio muito maiores que P. vulgaris,
e que resultaram em um aumento de 28% na pro-
dugio de grios. Surpreendentemente, as tendéncias
estacionais do teor de urefdo e atividade da nitro-
genase nio coincidiram em nenhuma das espécies
estudadas, muito embora correlagio altamente sig-
nificativa entre estes dois parimetros j4 tenha sido
observada em V. unguiculata crescida em areia e
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vermiculita (Minchin et al, 1981). Existe a possi-
bilidade de que parte dos urefdos tenha sido for-
mada a partir da amdnia abservida do solo, fato j4
evidenciado em estudos de casa de vegetagio com
G. max e P. vulgaris (Matsumoto et al. 1977a,
Cookson et al, 1980).

" 3. Entretanto, a quantidade de amdnia aplicada
foi baixa (20 ppm N), e a nitrificagio desta aménia
ja teria sido completa, considerando-se as condi-
¢3es ambientais do experimento e o intervalo de

tempo decorrido entre a aplicagio da aménia ¢ o
infcio do experimento (Eira et al. 1968).

4. O feijio, por outro lado, com elevada ativida-
dade da nitrato-redutase, exibe uma correlagio ne-
gativa entre este parimetro e a concentragio de
ureido na seiva, mostrando que as vias metabélicas
que resultam na produgio de ureido funcionam al-
ternativamente 3 nitrato-redutase ¢ indicando uma
possivel competigdo por esqueletos de carbono, jd
que em termos de energia e redugic do nitrato a
aménia nas folhas pode se beneficiar do excesso de
poder redutor proveniente da fotofosforilagio
(Ryle et al. 1978,1979).

5. P. vulgaris e V. unguiculata sio leguminosas
que produzem grios de caracteristicas muito se-
melhantes, sendo que a tltima é freqﬁentemente
usada como sucedinea do P. vulgaris; entretanto,
os aspectos fisiolégicos estudados mostram que es-
tas culturas sio muito diferentes, requerendo, por-
tanto, diferentes tipos de manejo no campo.
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