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1 - RESUMO GERAL

A producdo de hidrogénio durante a reducao
enzimatica do N, para a anmdnia e um dos fatores que mais
influenciam a eficiéncia da fixacdo biol égica do nitrogénio.
Em soja, a eficiéncia relativa da fixacdo de nitrogénio tem
sido relacionada a abundéncia relativa de ureidos no exsudato
xilematico e a particdo do nitrogénio para as senentes. Tendo
em vista a inportancia econbmica e ecoldgica da utilizacdo da
FBN em soja, temse buscado estirpes que proporcionem um
aumento na producdo de grdos da cultura. Al ém disso, esforcos
temsido feitos visando conhecer os mecanisnos e fatores que
afetam o sistenma sinmbidtico. A influéncia da hidrogenase na
fixacdo de Ny, no transporte e na particdo do nitrogénio foi
avaliada em plantas noduladas de soja. No primeiro
experinmento, avaliou-se o efeito da inoculacdo da soja com as

estirpes CB 1809 (Hup+) de Bradyrhizobium japonicum e 29W



(Hup™) de B. elkanii na FBN e na particdo do nitrogénio na
parte aérea. A FBN foi estimada pelo método de diluicéo
i sot 6pi ca de 15N. Cerca de 95% do nitrogénio total da parte
aérea foi proveniente da fixacdo de N,. A estirpe Hup+ fixou

mais N-total do que a estirpe Hup. A atividade dos nodul os
formados pela estirpe Hup™ foi drasticanmente reduzida durante
0o periodo de fornacdo de vagens, enquanto, a estirpe Hup+
manteve el evados niveis de fixacdo de N, durante todo o
periodo reprodutivo da soja. A mmior atividade dos ndédul os
formados pela estirpe Hup+ refletiu em um aumento na
propor¢cdo de N-ureidos no exsudato xilematico das plantas
durante o periodo reprodutivo. As plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809 apresentaram um nmaior indice de colheita de
biomassa e nitrogénio e uma maior producdo de grdos em
conparacdo com a estirpe 29W Na fase sequinte, plantas de
soja inoculadas com as estirpes CB 1809 (Hup+) ou 29W (Hup™)
foram cul tivadas sob |umnosidade total ou sonbreadas (70% de
sonbreanmento), e anostradas do periodo de florescimento até a
fase de producdo de sementes. A inoculacdo coma estirpe Hup+
aumentou o total de N acumul ado pelas plantas e a producédo de
sementes da soja cultivada sob |lum nosidade plena em
conparacdo a estirpe Hup . Ap6és o florescimento, uma maior
proporcdo de N-ureidos foi transportada na seiva xilemética
das plantas inoculadas com a estirpe Hup+. O sonbreanmento das

pl antas, aumentou a proporc¢do relativa de ureidos no exsudato
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xilematico e os indices de colheita de biomassa e N da soj a.
O efeito do sonbreanento no transporte de N-ureido na seiva
foi mais acentuado nas plantas inocul adas coma estirpe Hup”
(29W e refletiu em um aumento na producdo de graos dessas
pl antas em conparacdo ao tratamento ndo sonmbreado. Na 0ltim
etapa do trabalho, foram conduzidos dois experinmentos
utilizando nutantes isogénicas Hup+ e Hup™ de B. japonicum
i noculadas em soja. As plantas foram cultivadas sob
| um nosi dade total ou sonbreadas (70% de sonbreamento). A
presenca da hidrogenase induziu a sintese de ureidos nos
nédul os e aumentou sua proporcdo no exsudato Xxilemético das
plantas. Os nddul os formados com a nutante Hup™ apresentaram
uma baixa eficiéncia relativa da fixacao de N, quando
cultivada sob |um nosidade total, no sonmbreanento, ocorreu um
aunento na ER da nitrogenase. Nessas plantas, observou-se unae
correlacdo positiva entre a ER e a proporcdo relativa de N
ureidos na seiva xilematica. Os resultados obtidos sugerem a
utilizacdo da porcentagem de N-ureido no exsudato xilematico,
durante o periodo reprodutivo das plantas, cono paranmetro
para a avaliacdo da eficiéncia do sistemn sinmbidtico e da

ativi dade dos nodul os de soj a.
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1.1 - GENERAL ABSTRACT

The hydrogen production by nitrogenase has been
identified as oneotthe factors that limts the efficiency on
N, fixation. Soybean plants show positive correlation of the
relative efficiencies (RE) with the percentage of wureide-N
in the xilem sap and harvest indices. The presence of an
active system allows greater efficiency in biological
nitrogen fixation (BNF) and can increase grain yield in
soybean plants. Increase in grain field can only be attained
with a conprehensive understanding of the plant physiology
and identification of the nmmjor factors limting the rates
and the duration of the process related to BNF. In this
work, the effect of hydrogenase on N, fixation, N transport

and distribution in soybean plants was studied. In the first
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experiment, soybean pl ants wer e i nocul at ed wi t h
Bradyr hi zobi um japoni cum strain: CB 1809 (BR 33) or wth
Bradyr hi zobi um elkanii strain: 29W (BR 29). W conpared the
effect of the Hup+ and Hup™ phenotype on N, fixation and N
distribution in soybean shoots. The contribution of BNF was
estinmed using 15N sotope dilution technique. About 95% of
the plant N was derived from BNF. The Hup+ strain fixed nore
N, than the Hup™ strain. The nitrogenase activity (ARA) of
the plants inoculated with the Hup™ strain was reduced after
flowering in conparison to the Hup* strain that maintained
high rates of ARA during the seed filling stage. The higher
activity nodules formed by the FMp+ strain was reflected in
the greater proportion of wureide-N in xylem sap. Plants
I nocul ated with Hup+ strain showed higher grain yield and N
harvest indices than plants inoculated with the Hup™ strain.
In the second experinent, soybean plants were inocul ated
again with CB 1809 or 29W The plants were grown up to yield
under shading (30% full day light) or at full sunlight.
Under full sunlight, seed yield of plants inoculated wth
t he Hup+ strain were higher than plants inoculated with Hup
strain. For both strains, the shading increased the
proportion of wureide-N transported to the shoot and the
soybean harvest indices. The effect of shading on the
soybean physiology was, however, nmore remarkable in plants

inoculated with the Hup™ strain that the ones inoculated
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W th Hup+ strain. In the third experinment, soybean plants
were inoculated with either Bradyrhizobium japonicum nutant
Hup~ (PJ17) or its isogenic revertant Hup+ (PJ17-1). The
plants were grown up to flowering stage under shading (30%
full daylight) or at full sunlight. The revertant Hup+
i nduced the ureide synthesis and increased its proportion in
the soybean xylem sap when conpared to the Hup™ nutant. A
significant increase in the RE of nodules forned by Hup”
mutant was observed when plants were partially shaded. This
increase in RE reflected in a greater proportion of fixed N
transported as ureide. The significant differences in xylem
sap conposition (percentage wureide-N) observed wunder ful

daylight between the plant inoculated wth Hup+ and Hup~
mutants were not observed in shaded plants. A positive
correlation between RE and percentage in xylem sap was
observed in plants inoculated with Hup™ nutant. The results
i ndi cate that under condi tions of reduced carbon
availability the Hup™ strains can increase their efficiency.
These results can help to explain the conflicting effects
observed with the presence of Hup in Bradyrhizobium strains.
The relative proportion of the wureide-N in the sap during
the reproductive stage, could be wused as a reliable
parameter in soybean Dbreeding progranms indicating the

efficiency of the symbiotic systemand nodul e activity.



2 - | NTRODUCAO GERAL

A soja é a cultura anual de maior expresséao
econbmica no Brasil. No ano agricola de 1990/1991 foi
cultivada em 11,5 mlhBes de hectares e alcancou a producédo
de 19,9 m | hdes de toneladas, com produtividade neédia de 1732
kg/ha (IBGE 1991). O Brasil €, atualmente, o 2° nmaior
produtor e o 2° maior exportador nundial de soja. Essa
perfomance tornou-se viavel, em grande parte, devido aos
programas de nel horamento vegetal tendo a sinbiose comb fonte
de nitrogénio e de um trabalho de selecdo de rizdbios
adaptados as condig¢bes dos solos brasileiros. A fixacdao
bi ol 6gica de nitrogénio garante aos agricultores brasileiros
uma elevada conpetitividade no mercado nmundial. Por ser
cultivada sem o uso de adubos nitrogenados, a cultura da soja
econom za cerca de US$ 1,8 bilhdes, reduzindo os custos de

producdo (Dobereiner & U quiaga 1992).



As estirpes de rizobio, anplanente utilizadas conp
i nocul ante para a soja no pais, sema 587 e sema 5019 (29W,
produzem uma grande massa nodular e apresentam uma el evada
capaci dade de fixacao de N,. No entanto, se nostram
ineficientes em ternos de transferéncia do nitrogénio para os
graos (Duque et al. 1982; Neves et al. 1985).

Os estudos desenvolvidos no CNPAB/ EMBRAPA visando a
selecdo de estirpes de rizobio para a inoculagcdo da soja,
denpstraram que a inoculacdo da soja com a estirpe CB 1809
poderia aumentar a producdo de grdos e o indice de colheita
da cultura em conparacdao a estirpe 29W O nel hor desenpenho
da estirpe CB 1809 foi atribuido a maior atividade especifica
da nitrogenase e a uma elevada eficiéncia relativa da fixacéo
de nitrogénio (Neves et al. 1985). A inportéancia econbmca e
ecol6gica da wutilizacdo de associaclGes sinbioticas que
proporci onem um aumento na producdo de grdos nessa cultura
tem direcionado os estudos para a conpreensdo dos necani snos
e fatores que afetam esse sistenma sinbio6tico.

Durante a redugdo enzimitica do N, a ambnia, parte
dos el étrons disponiveis sdo direcionados para a reducdo de
protons para o Hy, sem beneficio aparente para a sinbiose. A
evol ucdo de hidrogénio nos nodul os radicul ares da soja, & um
dos fatores que mis influenciam a eficiéncia da fixacéo
bi ol 6gica do nitrogénio (Schubert & Evans 1976). A presenca

do sistema hidrogenase ativo (Hup+), pode oxidar o Hy



produzido pela nitrogenase, recuperando parte da energia
consum da durante o processo de fixacdo de N,. O aumento na
eficiéncia relativa da fixacdo de nitrogénio, devido a
presenca da hidrogenase tem sido associado a um maior acunulo
de nitrogénio nas sementes e uma maior producdo de graos nas
pl antas (Neves et al. 1985).

A presenca da hidrogenase nos nodul os parece alterar a
assimlacado do nitrogénio fixado em nodul os de soja devido ao
aunento na fixacdao de N, alem de afetar a forma pela qual o
nitrogénio fixado é transportado dos nédulos para a parte
aérea via seiva xilematica (Mnam sawa et al. 1981). Em unm
série de estudos sobre o efeito da inoculacdo de soja com
grupos de estirpes Hup+ e Hup™ de B. japonicum foi observada
que a taxa de transporte de nitrogénio fixado de raizes de
pl antas nodul adas por estirpes Hup+ foi maior do que aquel as
nodul adas por estirpes Hup™ (M nam sawa et al. 1983). Usando
grupos de estirpes Hup+ e Hup™ de Rhizobium phaseoli conp
inoculante para varias cultivares de feijao (Phaseolus
vul garis), Hungria & Neves (1987) observaram uma correlacéao
positiva entre a porcentagem de N-ureido na seiva xilematica
e a eficiéncia relativa da nitrogenase. Hungria et al. (1989)
observaram que além de promover uma maior fixacdo de No, a
inocul acdo de soja com a revertante Hup+ (PJ17-1) de B.
j aponi cum aumentou a sintese e o transporte de N-ureido. na

seiva xilemitica em conparacdo a nutante Hup~ (PJ17). Uma



correl acdo positiva entre a proporcdo relativa de Nureido no
exsudato xilematico e o indice de colheita de nitrogénio foi
observada na cultura da soja (Neves et al. 1985). O
transporte do nitrogénio fixado biologicamente sob a forna de
ureidos na seiva xilemética parece alterar a particdo do N na
parte aérea, favorecendo a producdo de senentes.

No entanto, a forma pela qual esse fatores estao
rel aci onados ndo esta bem conpreendida, e resultados
controversos, observados por alguns autores, podem estar
rel acionados a fatores anbientais, o0s quais podem afetar a
particdo de elétrons dentro da nitrogenase e a atividade da
hi grogenase nos nodulos (Bethlenfalvay & Phillips 1979;
Nel son 1983; Runjanek et al. 1991), assim comp, a forma de
transporte do N-fixado dos nédulos para a parte aérea (Neves
et al. 1985; Hungria & Neves 1987; Runjanek et al. 1991).

Nesse contexto, este trabalho visou estudar FBN, a
distribuicdo do nitrogénio fixado e sua renobilizacdo dos
6rgdo vegetativos para os reprodutivos na soja inoculada com
as estirpes: CB 1809 (Hup+) de B. japonicume 29W (Hup™) de B
el kanii, durante o ciclo da cultura. Avaliar o efeito do
sonbreanmento e da inoculacdo da soja com as estirpes CB 1809
e 29W no crescimento da planta, na FBN, no transporte de
nitrogénio para a parte aérea e na producdo de graos das
plantas. E, avaliar o papel do sistema hidrogenase na fixacgao

do N,, no netabolismo do nitrogénio nos nodulos e na



conposi cdo da seiva xilematica, e sua possivel relagdo com o
sonbreanmento parcial das plantas durante o periodo de flores-

ci ment o.



3 - CAPITULO |

AVALI AGAO DA FI XACAO DE N, E DA PARTI CAO DO NI TROGENI O EM
SQJA (G ycine max L.) | NOCULADA COM ESTI RPES EFI Cl ENTES DE

Br adyr hi zobi um



3.1 - RESUMD

Os estudos recentes da inoculacdo de soja com estirpes
eficientes de rizébio visando o aumento na producdo de graos
tem evidenciado a necessidade de se considerar as diferencas
entre as sinbioses quanto a eficiéncia relativa da fixagdo de
N, e a particdao do N, visto que, anbos os fatores podem
afetar a producdo de grdos e o indice de colheita da cultura
Soja cv. Doko foi inoculada com as estirpes CB 1809 (Hup+) de
B. japonicum ou 29W (Hup™) de B. elkanii. A quantificacdo da
FBN foi feita pelo metodo de diluicdo isotodpica de 15N cerca
de 95% do N-total acunmulado pela plantas, foi proveniente da
FBN. Ao final do ~ciclo, ~constatou-se que as plantas
I noculadas com a estirpe CB 1809 fixaram mis N e
apresentaram um maior teor de N nos graos do que as plantas
i nocul adas com a estirpe 29W A particdo do N na parte aérea

ndo foi afetada pelo tratamento de inoculacdo, no entanto, a



associ acdo com a CB 1809 apresentou unma mel hor renobilizacéo
do nitrogénio das folhas para as vagens, resultando em um
mai or indice de colheita de biomassa e N em conparacdo a 29W
A maior parte do N, acunulado pelas plantas, foi fixado apés
o periodo de florescimento, em anbas as estirpes. Um narcado
aunento na nmassa nodul ar das plantas inoculadas com a estirpe
29W foi observado ap6s o periodo de florescinento, sendo que,
na fase de enchimento de grédos, as plantas deste tratamento
apresentaram uma massa nodular até 3 vezes superior a das
plantas inoculadas com a CB 1809. No entanto, enbora as
pl antas inoculadas com a estirpe 29W tenham apresentado
el evados niveis de atividade da nitrogenase (ARA) durante o
periodo vegetativo, houve uma reducdo significativa da
atividade dos nodulos durante a fase de formagcdo de vagens.
Essa reducdo na ARA foi aconpanhada de wuma dim nuic¢éo
significativa na ER dos nédul os fornmados por essa estirpe. As
plantas inoculadas com a estirpe CB 1809 ndo variaram
significativamente a massa nodular durante o ciclo da planta.
Engquanto, mantiveram niveis elevados de ARA até o periodo de
formacdo de vagens. Paralelamente, os nodulos formados com a
estirpe CB 1809 foram capazes de reciclar praticanente todo o
Hy produzido pela nitrogenase ao longo do ciclo da planta. Os
niveis elevados de atividade da nitrogenase e de ER
observados nas plantas inoculadas com a estirpe CB 1809
durante o periodo reprodutivo, refletiram numa maior
proporcdo de N-ureido transportado via seiva xilematica e

numa mai or quantidade de N-total fixado por essa estirpe. A



manut encdo de elevada FBN durante o periodo reprodutivo,

em uma elevada producdo de grdos na soja. Essa

rizobio e parece

resul t ou

caracteristica €& dependente da estirpe de

estar associada a presenca do sistema hidrogenase ativo

(Hup™) em Bradyr hi zobi um
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3.2 - | NTRODUCAO

A obtencdo da producdo méxima de grédos em
| egumi nosas que se Dbeneficiam da fixagdo bioldgica de
nitrogéni o, depende do fornecimento adequado de nitrogénio
para a parte aérea durante oS periodos vegetativo e
reprodutivo, assim cono, da eficiéncia na renobilizacdo do
nitrogénio fixado para as vagens (Neves & Hungria 1987).
Nessas espécies, a mnutencdo da fixacdo de N, e do
transporte do nitrogénio fixado durante o desenvolvimento das
vagens, pode aunmentar a producdo de senentes e o total de
nitrogénio nos graos (lmsande 1989; Vilkman & Vessey 1992). O
desenvol vinento dos frutos, envolve a assimlacédo de
conpostos nitrogenados, supridos via xilemn, assim cono, a

assimlacdo pelo floema de conpostos |iberados no 'turn-
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over' de proteinas e/ou na nmobilizacdo de reservas de nitrogénio
nas folhas (Butteny et al. 1992).

Nas plantas de soja, os ureidos, alantoina e acido
al ant 6i co, sdo os principais produtos da fixacdo biol égica de
nitrogéni o. Esses conpostos sdo responsaveis pelo transporte
da maior parte do nitrogénio fixado para a parte aérea das
plantas (Atkins 1991). Resultados recentes indicam que a
sintese de ureidos nos nédulos radiculares, apresenta unm
i nterdependéncia netabdlica com a atividade da nitrogenase,
possivel mente mediada pelo netabolismo respiratorio (Atkins
et al. 1992). Desse npbdo, a abundéancia relativa de N-ureido
no esxudato xilematico pode ser um indicador da dependéncia
si nbi 6tica das plantas, e servir conb nétodo quantitativo nos
estudos de fisiologia da FBN e em programas de selecdo de
estirpes mais efetivas para a fixacdao de N, (Herridge et al.
1984; Van Berkumet al. 1985; Herridge & Peoples 1990).

OCs ureidos representam a maior fonte de nitrogénio
para a parte aérea da soja durante o periodo vegetativo
(Shelp & Silva 1990). Esse conpostos acumulam nos Orgdos da
parte aérea durante o crescinmento das plantas (Fujihara et
al. 1977; Matsumoto et al. 1977; Herridge et al. 1978). Na
fase vegetativa, os ureidos representam de 60 a 75% do N-
sol Gvel nas hastes. Streeter (1979) observou que, ap6s o
inicio do desenvolvinento das senentes, o0 conteudo de N

ureido na haste dimnui rapidamente, provavel mente, devido a
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remobi | i zacdo dos ureidos para as vagens ou a degradacdo e
reassimlacdo do nitrogénio antes do transporte para oS
frutos. O acumulo de ureidos nas vagens excede as hastes e
fol has, representando de 50 a 70% do N-sol avel (Chyama et al.
1981; Gones & Sodek 1984). Esse conpostos sdo, em geral,
met abol i zados nas vagens ou transportados para as senentes,
onde sdo assim|ados em amni nodci dos e proteinas (Atkins et al.
1982; Gones & Sodek 1984).

Embora os ureidos sejam os principais solutos
ni trogenados, am das e am noaci dos também estdo nornal nente
presentes na corrente transpiracional da soja dependente da
fixacdo de N,. As quantidades absolutas e as proporcdes
relativas desses conpostos podem variar com o estagio de
desenvol vinento da planta hospedeira e com fatores ambientais
(Schubert 1986). Neves et al. (1985) forneceram evidéncias do
efeito da estirpe de rizébio na conposicdo da seiva
Xilematica da soja, e sugeriram que esse efeito estaria
associado ao sistema HUP. De forma simlar, Hungria & Neves
(1987) observaram um correlacdo positiva entre a proporcao de
N-ureido na seiva do xilema e a eficiéncia relativa da
fixacdo de N, em feijoeiro (Phaseolus vulgaris) inoculado com
grupos de estirpe Hup+ e Hup™ de Rhi zobium phaseoli. A relacéo
entre a presenca da hidrogenase e a proporcdo de N-ureido na
seiva do xilema foi novanente observada por Hungria et al.

(1989). A inoculagdo da soja com a nutante Hup+ aunent ou,
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durante o periodo de enchinmento de grdos, a fixagdo de N, e
induziu um aunento proporcional na sintese de ureidos em
conparacdo com a nutante Hup® de B. japonicum Esses
resul tados sugerem que as variacbes na razao de N-ureido/N
total no exsudato xilematico da soja e do feijdo, podem
refletir tanto as variacdes na proporgdo do N proveniente da
fixacdo do Ny, comp na eficiéncia relativa da nitrogenase.

A maior proporcdo de nitrogénio transportada cono
ureidos na seiva de plantas inoculadas com estirpes Hup+, tem
sido associada a uma particdo mais favoravel do nitrogénio na
parte aérea e a uma maior producdo de graos (Neves et al
1985; Neves & Hungria 1987; Hungria et al 1989). O efeito do
fendtipo Hup+ sobre a particdo do nitrogénio na parte aérea
parece estar relacionado a um transporte mais eficiente do
nitrogéni o para as vagens.

Os conpostos nitrogenados provenientes do sistem
radi cul ar, n&o sao distribuidos unifornenente entre os Orgaos
da parte aérea (Neves & Hungria 1987). Em soja, 0 nitrogénio
marcado fornecido as plantas conop asparagina, foi fortenmente
retido na haste e nos peciolos, ocorrendo pouca
retransl ocacdo dessa amida para as vagens (Yoneyama 1984a).
No entanto, quando o nitrogénio nmarcado foi fornecido conmo
al antoina, esse conposto foi transferido e nmetabolizado nas
folhas jovens e nas vagens (Yoneyama 1984b). Recentenente,

Mosquim & Sodek (1992) observaram que os ureidos foram
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met abol i zados com mais intensidade do que as am das na casca
da vagem da soja. Esses autores sugeriram que oS ureidos sao
mobi | i zados preferencialnente para a nutricdo das vagens
nessa |egumnosa. O nitrogénio fornecido as plantas sob a
forman de nitrato ou amdnia, favorece o0 crescinmento
vegetativo, no entanto, a transferéncia do nitrogénio para os
grdos é ineficiente e, consequentenmente, um menor indice de
colheita de nitrogénio ¢é observado na cultura quando
conparado as plantas dependentes da FBN (Insande 1988; Hume
et al. 1989; Rossumet al. 1993).

Desse nodo, os fatores que afetam a conposicédo da
seiva xilematica das plantas, podem tanbém afetar a
di sponi bilidade relativa das varias formas de nitrogénio para
os diferentes tecidos e, consequentenente, a producdo de
grdos da cultura. Esse experimento teve conp objetivo,
quantificar a FBN em varios estagios de desenvolvimento da
soja inoculada com as estirpes CB 1809 (Hup+) e 29W (Hup™) de
Bradyrhi zobium assim cono, avaliar a relacdo entre o
transporte de N-ureido na seiva xilematica e a particédo do

nitrogéni o e producdo de grédos da cultura.
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3.3 - MATERIAL E METODOS

O experinento foi realizado na EMBRAPA- CNPAB,

| taguai, RJ, no periodo de outubro de 1991 a fevereiro de 1992.

Uilizou-se soja (Gycine max L.) cultivar Doko,
i nocul ada com as estirpes CB 1809 (Hup®) de B. japonicum ou
29W (Hup”) de B. elkanii. As bactérias foram crescidas em
meio definido de Vincent (1970) a 29°C por 7 dias, com
agitacao. As senentes foram esterilizadas com HgCl , 0,2%
(Vincent 1970) e, posteriormente, inoculadas colocando-se
Im de inoculante (cerca de 108 cél ulas) por pléantula (7
DAE) .

Foram utilizados vasos plasticos com capaci dade de
10 |, preenchidos com 13 kg do horizonte superficial do solo
PVA Série Itaguai com as seguintes propriedades: pH (1:1,
HO, 4,8, P disponivel, 1,6 ppm cations trocaveis: K, 108
ppm Ca, 1,8 meq/100 m; My, 1,2 meq/100 nm; A, 0,2 neqg/l00
m. O solo foi previanente corrigido com equivalente a 800
kg/ha de calcareo calcitico. Trinta dias antes do plantio
foram adicionados ao solo 5 ppm de 15N sob a form de
(15NH4) 2SOy conposto de 21,4% de atonos de 15N em excesso com
0,5% de palha de Brachiaria mpida (20 mesh). Durante esse

periodo, o solo foi mantido proxinmo a capaci dade de canpo,
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sendo posteriornmente, adicionados aos vasos 0 equivalente a
80 kg de P,Qs/ ha.

A aplicacdo da técnica de diluicdo isotopica
requer o uso de uma planta controle ndo-fixadora de Ny, sendo

utilizado para essa finalidade Sorghum bicolor cv. BR 005R

Por ocasido do plantio, foram colocadas 4 senentes
de soja pré-germ nadas/vaso cobrindo-se em seguida com unm
fina camada de solo. Sinultaneamente, nos vasos reservados
ao controle (ndo-fixador de N,) foram colocadas 4 sementes
de Sorghum bicolor. Aos 7 DAE foi feito o desbaste deixando-
se 2 plantas/vaso para anbas as espéci es.

O delineanento experinental wutilizado foi o de
bl ocos inteiramente casualizados: 3 tratamentos (inoculacéo
com a estirpe CB 1809 ou com a estirpe 29W e testenunha néo-
fixadora N)) x 5 coletas x 5 repeticOes. As coletas foram
realizadas aos 57 DAE (periodo vegetativo); aos 79 DAE
(florescimento pleno); aos 107 DAE (periodo de formacdo de
vagens); aos 128 DAE (netade do enchinento de grdos) e aos

157 DAE (final do ciclo e producdo de gréaos).
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Anal i ses

Det ermi nacdo da natéria seca acumul ada

As plantas de soja foram separadas em haste,
peciol o, folhas, vagens, grdos e casca da vagem e col ocadas
para secar em estufa (60-70°C) até atingir peso constante.

Em segui da foram pesadas e noidas a 0,84 nm (20 nesh).

- Determ nacdes do teor de nitrogénio total e 15N na parte

aérea

As analises de Ntotal foram feitas em anpbstras de
200 ng de material de planta pelo método de Bremer e
Mul vaney (1982). Apés a analise, as anostras foram
transferidas para pequenos frascos (10 m) de vidro e
evaporados a 65°C até secar. As anostras foram entao,
preparadas confornme Pruden et al. (1985 e os frascos foram
conectados a um espectonetro de mssa VG 900 (VG Isogas,
M ddl ewi ch, Cheshire, England). A <correcdo decorrente de
possivel contam nacdo com o ar foi feita por calculos sobre
as leituras dos picos 32 (O)) e 40 (ar). A estimativa da
proporgcdo do nitrogénio da planta proveniente da FBN (% FN)

foi cal cul ada pel a segui nte equagdao:
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% FN= (I - % &t onos de 15N em excesso na soj a)

% 4t onps de | ON em excesso no sorgo

e o total de N fixado em cada sinmbiose foi calculado pela

equacao:

Nfixado = % FN x N-total

100

- Determ nacdo da eficiéncia relativa (ER) dos nodul os

A evolucdo de Hz foi determ nada em raizes
nodul adas destacadas. As raizes noduladas foram col ocadas em
frascos (250 m), mantidos fechados herneticamente, com
rolhas do tipo 'suba seal' por 10 mnutos a tenperatura
anbiente. Foram retiradas aliquotas (0,5 nm) da fase gasosa
que foram analisadas em um analizador de H, de alta
sensi bi | i dade construido conforme Layzell et al. (1984).

A atividade da nitrogenase foi determ nada pelo
mét odo de reducdo do acetileno em raizes destacadas (Mague &
Burris 1972). Apés a determinagdo do H, evoluido, injetou-se
30 m de CyHy, nos frascos contendo as raizes, incubando-se
por 10 mnutos a tenperatura anbiente. Foram retiradas
aliquotas, sendo a concentracdo do etileno produzido

determinada em um cromatégrafo Perkin Elmer F 11, com
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detector por ionizacdo de chama, contendo Poropak N (80-100
mesh) e operada a 40°C utilizando N, conp gas de arraste a
um fluxo de 40 ni . min™.

A eficiéncia relativa dos elétrons destinados a
nitrogenase foi calculada pelo parametro de Schubert & Evans
(1976) .

ER = |- ([Hp]/[CoHyl)

- Coleta e analise do exsudato xilematico

As plantas foram cortadas na altura do no
cotiledonar para coleta do exsudato xilematico. A superficie
do corte foi lavada com agua destilada e seca com papel
absovente, sendo conectada a una bonmba de vacuo. A seiva
xilemitica foi coletada em tubos do tipo 'vacuntainers' (5
m) durante 10 minutos e inediatanmente congel ada, sendo nantida
a -20C ate o nmonmento das anal i ses.

Os conpostos nitrogenados foram determ nados em
aliquotas de 10 upl de seiva. A concentracdo de N-ureido na
seiva xilematica foi determnada pelo netodo colorimetrico
de Vogels & van der Drift (1970) baseado na hidroélise da
alantoina e do acido alantoico a glioxalato. A concentracao
de N-total foi determnada pelo método de fluxo continuo FIA

(Alves et al. 1993) adaptado para analise de seiva (anexo).
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3.4 - RESULTADCS

- Acunul acdo de matéria seca e nitrogénio nas plantas

O efeito da estirpe de rizébio na acunul acdo de
bi omassa na parte aérea da soja pode ser observado na fig.
| a. Durante o0os periodos decrescinento vegetativo e
florescimento, ndo houve diferenca significativa entre as
estirpes no acumulo de matéria seca na parte aérea. No
entanto, a partir do periodo de formacdo de vagens, as
pl antas inoculadas com a estirpe CB 1809 apresentaram um
peso de matéria seca significativamente maior do que as
pl antas inocul adas coma estirpe 29W

Do mesno nodo, a inoculacdo com a estirpe CB 1809
promoveu um maior acumulo de matéria seca nas raizes durante
0 periodo de formacdo de vagens (107 DAE) quando conparada
coma estirpe 29W(fig. Ib).

De nodo geral, as folhas, os peciolos e as hastes
apresentaram el evados teores de nitrogénio durante o periodo
vegetativo, ocorrendo nas fases seguintes um declinio
gradativo nas concentracdes de N nesses 0Orgdo com um
incremento na concentracdo de N nas vagens (tab. 1). Nao
houve diferenca entre os tratamentos na porcentagem de N nas

folhas de soja, no entanto, observou-se diferencas na



(a)

40 I //‘s\’:
o
o &

| -
%0 70 90 110 130 150
DAE

g/planta

(b)
12

o 1A
LN

/
e

g/planta
N

1 1 I

0
50 70 90 110 130 150
DAE

Figura 1- Matéria seca acunulada na parte
aérea (a) e nas raizes (b) de soja cv. Doko
I nocul ada com as estirpes CB 1809 de B.
japonicum (¥)ou 29W (m) de B. elkanii.
Média de 5 repeticbBes. As barras verticais
i ndi cam DVB
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TABELA 1 - Porcentagem de N na parte aérea de soja cv. Doko
i nocul ada com as estirpes CB 1809 de B. japonicum ou 29W B.
el kanii. Os resultados sdo médias de 5 repeticdes. Valores
na mesma col una seguidas de letras diferentes sdo significati-
vanente diferentes a P=0,05 (Teste de Duncan); n.d., valor
ndo determ nado.

Estirpes % N folhas % N haste %N peciolo % N vagens

57 DAE (vegetativa)

CB 1809 3,44 a 1,22 a 0,91 a -
29W 3,13 ab 1,13 ab 0,88 a -
79 DAE (fl orescinento)

CB 1809 3,06 b 0, 86 bcd 0,97 a -
29W 3,14 ab 1,03 abc 0,90 a -
107 DAE (fornacdo de vagens)

CB 1809 2,26 C 1,04 ab 0,71 b n. d.
29W 2,15 cd 0,73 d 0,63 b n. d.
128 DAE (enchimento de gré&os)

CB 1809 1,85 d 1,06 ab 0,73 b 2,64 a
29W 1,88 d 0,91 bcd 0,62 b 2,37 a
157 DAE (producéo)

CB 1809 1,08 e 0,75 d n. d. 3,60 1
29W 1,26 e 0,77 cd n. d. 3,40
cv % 11,70 19, 97 10, 70 n. d.

T % de N nas vagens = (9 grao x nassa grao) + (9N casca X nassa casca)
massa grdo + namssa casca
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variacdo da concentracdo desse elenmento ao longo do ciclo da
planta. O teor de N nas folhas das plantas inoculadas com a
CB 1809 declinou cerca de 70% de 3,44g para 1,08g por 100g
de matéria seca, enquanto as plantas inoculadas com a 29W o
declinio foi de 60% de 3,13g para 1,26g por 100g de nmtéria
seca entre os 57 e os 157 DAE. A concentracdo de N na haste
foi de cerca de 1% durante todo o ciclo das plantas, sendo
que, a inoculacdo com a estirpe CB 1809 pronoveu uma nmaior
concentracdo desse elenento durante o periodo de formacdo de
vagens em conparacdo a estirpe 29W
O acunulo de N na parte aérea das plantas foi
crescente durante todo o ciclo das plantas independente do
tratamento de inoculacdo (fig. 2). A maior parte do N na
parte aérea foi acumulado ap6s o florescinento, sendo que, a
taxa maxim de acunulacdo foi observada na prinmeira netade
do enchinento de graos. Durante o periodo vegetativo, as
associ acfes nao diferiram quanto ao total de N acumulado na
parte aérea. No periodo de formagcdo das vagens, ocorreu uma
reducdo na taxa de acumulacdo de N nas plantas inocul adas
com a estirpe 29W A partir desse estagio, a inoculacdo com
a estirpe CB 1809 pronmoveu um aunmento no total de N acunul ado
na parte aérea das plantas.
De nodo similar, o efeito da estirpe de rizobio no
N acunul ado, somente foi observado por ocasido da colheita

final. As plantas inoculadas com a estirpe CB 1809
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Figura 2 - Acunulo de N na matéria seca de
parte aérea da soja cv. Doko inocul ada com as
estirpes CB 1809 de B. japonicum ($()ou 29W
(m)de B. elkanii. Média de 5 repeticdes. A
barra vertical indica o DVS.



25

apresentaram uma mai or proporcdo de N alocado para as vagens
em conparacdo a estirpe 29W

O N total proveniente da FBN estimdo pelo
método de diluicdo isotépica de 5N em tres estagi os de
desenvol vimento das plantas pode ser observado na tab. 2.
Cerca de 96% e 94% do total do N acunmulado na parte aérea
das plantas inoculada com as estirpes CB 1809 e 29W
respectivamente, foi proveniente da FBN. As associagfes nao
diferiram significativamente quanto ao total de N
proveniente do solo e de reservas da semente (cerca de 40 ny
de N planta). No entanto, a sinmbiose com a CB 1809, obteve
significativamente mais N da FBN quando conparada a 29W
Paral el anente, a inoculacdo com a estirpe CB1809 pronmoveu um
aument o na quanti dade de N-fixado nos graos da soja.

Durante o periodo vegetativo, ndo houve diferenca
significativa entre as estirpes no total de N fixado, ja a
partir do enchinento de vagens, as plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809 apresentaram um total de N fixado
significativamente maior do que as plantas inoculadas com a
estirpe 29W (fig.3a). As estirpes nado diferiram quanto a
particdo do N fixado ao |ongo do desenvol vinento das plantas
(fig 3b). Por ocasido da coleta final, as plantas inocul adas
com a estirpe CB 1809 alocaram uma propor¢cdo nmior de N-

fixado para as vagens em conparacdo aquelas inoculadas com a
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TABELA 2 - Porcentagem de N proveniente da FBN (%\F) e
concentracdo de N (ng de N.planta 1) proveniente da FBN em
plantas de soja cv. Doko inoculada com estirpes CB 1809 de
B. japonicum ou 29W de B. elkanii. Valores na nmesma col una
segui dos de mesna | etra ndo diferema P=0,05 (Teste de Duncan).

79 DAE (florescinento)

Estirpes 9%\F N fol has 9%\F N O0NF haste N haste N total
fol has peciol os peciol os

CB 1809 92,9 a 262, 3 90, 6 31,2 a 90,5 a 49,9 343, 4

29W 91,2 b 222,2 90, 8 20,2 b 88,9 b 47,0 289, 4

cv% 0,81 9,9 3,71 4,9 0,41 24,4 7,0

128 DAE (enchimento de gréaos)

Estirpe OU\F N ONF N % NF N haste  %\F N N total
folha folhas peciolo peciolo haste vagen vagens

CB 1809 95,6a 285,3 93,7 44,7 92,9 162,3 95,9 221,9 714,14 a

29W 94,2 b 255,7 92,6 32,1l 92,4 113, | 92,9 144,2 545,1b

cv% 0,70 13,9 1,18 29,3 0,94 27,4 1,23 28,7 20,9

157 DAE (producéo)

Estirpe O\F N folha 9\F N haste 9\F N grao 9\F N casca N total

folha haste gréo casca vagem
vagam
CB 1809 96,5 a 59b 940a 101,9 96,9a 758,6 a 94,9 51,2 917,6 a
29 W  93,9b 37,5a 91,2b 89,4 95,0 b 485,5 b 93,4 50, 2 662,6 b

cv% 1,13 21,9 1,12 9,4 0,4 23,5 1,0 7,9 17,9
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Figura 3 - Distribuicdo percentual da matéria seca
acunul ada na parte aérea de soja cv. Doko inocul ada
comas estirpes 29Wde B. elkanii (a) ou CB 1809 de
B. japonicum (b). Media de 5 repeticles
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29w. Esse efeito foi, provavelnente, devido a uma nelhor

remobi | i zacdo do N fixado das fol has para as vagens.

- Nodul acdo e atividade da nitrogenase

As plantas inoculadas com a estirpe 29W
apresentaram um nmarcado aumento na massa nodular apos
o florescinmento, sendo que, na fase de enchinmento de gréos as
plantas deste tratamento apresentaram unma massa nodul ar
cerca de trés vezes superior a das plantas inoculadas com a
CB 1809 (fig. 4). No entanto, enbora as plantas inocul adas
com a 29W tenham apresentado el evados niveis de ARA até o
periodo do florescimento, houve uma drastica reducdo da
atividade dos nodulos durante a fase de fornmacdo de vagens,
ocorrendo uma retomada parcial na ARA no periodo de
enchinmento de grédos (fig. 5a). Consequentemente, a atividade
da nitrogenase especifica (CyHy/ g nodulos secos) dessas
plantas foi significativanente reduzida apdés o florescinento
das plantas. A reducdo na ARA total dos ndédulos formados
pela 29W observada ap6s o florescinento das plantas foi
aconpanhada por um declinio na ER dos nddul os fornmados nessa
simbi ose (fig. 5Db).

Por outro lado, as plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809 ndo, variaram significativamente o peso de

noédul os durante o ciclo da planta (fig. 4). A ARA das
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Figura 4 - Peso de nddul os secos de soja
cv. Doko inoculada com as estirpes CB 1809
de B. japonicum (¥ ) ou 29W (m) de B

el kanii. Média de 5 repeticBes. As barras
verticais indicamo DVS
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Doko i nocul ada com as estirpes CB 1809 de B
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pl antas inocul adas com a estirpe CB 1809 foi méxima durante o
periodo de formagcdo de vagens (fig. 5a), sendo que, a
atividade especifica da nitrogenase dessas plantas fo

maxi ma nos periodos de florescinento e formagdo de vagens.
Par al el anent e, 0s nédulos dessa simbiose apresentaram
el evada ER, sendo que, no periodo de enchimento de gréaos

reciclaramtodo o H, produzido pela nitrogenase (fig. 5b).

- Conposi ¢cdo da seiva xilematica das plantas

Durante o periodo vegetativo, ndo houve efeito
significativo da inoculacdo nas concentracdes de N-ureido e
N-total no exsudato xilematico (fig. 6a e 6b). A partir
do florescinento, ocorreu um aumento gradativo nas
concentracbes de N-ureido e Ntotal na seiva das plantas
i noculadas com a CB 1809. As concentracbGes foram naximas
durante o periodo de formacdo de vagens. Ja as plantas
i noculadas com a estirpe 29W mantiveram constantes as
concentracdes de N-ureido e Ntotal transportados na seiva
do xilema, ao longo do ciclo de crescinento.

A proporgdo de N-ureido transportados na seiva
foi afetada pela estirpe de rizébio inoculada (fig. 7). Apos
o florescimento, ocorreu um aumento gradativo na porcentagem
de Nureido na seiva das plantas inoculadas com a CB 1809.

As plantas inoculadas com a 29W apresentaram bai xa proporcéao
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de N-ureidos no exsudato xilematico, n&o sendo, afetada pela
fase de desenvolvinmento da soja. Durante a fase de fornmacéo
e enchimento de vagens, as plantas inoculadas com a estirpe
CB 1809 transportaram significativamente mais nitrogénio sob

a forma de ureidos na seiva xilematica.

- AclUmul o de nitrogéni o nos graos

A producdo de graos secos das plantas inocul adas
com a CB 1809 foi cerca de 60% naior do que a das plantas
i noculadas com a 29W (tab. 3). De mdo simlar, o N
acumul ado nas senmentes das plantas inoculadas com a CB 1809
foi cerca 50% maior do que nas inoculadas com a 29W A
porcentagem de N proveniente da FBN (%\F) nos gréos das
pl antas inoculadas com a CB 1809 foi de 96,9% enquanto, nas
plantas inoculadas com a 29W o NF foi de 95% A inocul acdo
com a CB 1809 pronmoveu um aunento na quantidade de N

acumul ado nos gréaos proveni ente da FBN.
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TABELA 3 - Producdo de grédos (g/planta), porcentagem de N
nos graos, N acunulado nos grédos (ng N planta), proporcoes
de nitrogénio fixado (%\F) e o N acurmulado proveniente da
FBN nos grédos (ng N planta) de soja cv. Doko inoculada com
as estirpes CB 1809 de B. japonicum ou 29W de B. elkanii.
Medias de 5 repeticdes. Valores na nesma coluna seguidos da

mesma | etra ndo diferema P=0,05 (Teste de Duncan).

Estirpes M S %Ngrao N grao % NF Negy 9r @o
grao

CB 1809 13,2 a 59 782,3 a 96,9 a 758, 6 a

29W 830D 6, 2 511,2 b 95,0 D 485,5 b

A inocul acdo com a estirpe CB 1809 pronmoveu uma
mel hor renobilizacdo da matéria seca acunulada no 0rgaos
vegetativos para a producdo de senentes de soja, resultando
em nelhor indice de colheita de biomassa para as plantas
desse tratanento (tab. 4).

Houve uma rmel hor renobilizacdo de N nas plantas
i nocul adas com a estirpe CB 1809. A inoculacdo com a CB 1809
pronoveu um maior indice de colheita de N (total e fixado)
em conparagao coma 29W

O nmmior actnulo de biomassa e N observado nas

plantas inoculadas com a CB 1809 apdés o florescinento
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associ ada a uma nmel hor renobilizacdo de biomassa e de N dos
O0rgaos vegetativos para os reprodutivos refletiram em unam

mai or producdo de grdos nas plantas desse tratanento.

TABELA 4 - indice de colheita de biomssa; indice de
colheita de N (Nggo * Negy) € indice de colheita do N
proveniente da FBN em soja cv. Doko inoculada com as
estirpes CB 1809 de B. japonicum e 29W de B. elkanii. Mdia
de 5 repeticbBes. Valores na nesma coluna seguidos de letras

diferentes ndo diferema P=0,05 (Teste de Duncan).

Estirpes i ndi ce de i ndi ce de i ndi ce de
col heita de col heita de N col heita de N
bi omassa (Nsol 0*NeBN (Negy)

CB 1809 0,35 a 0,82 a 0,84 a

29w 0,28 b 0,72 b 0,80 b
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3.5 DI SCUSSAO

As plantas obtiveram cerca de 95% do N a partir da
fixagcdo de Ny, independente da estirpe de rizébio utilizada
como inoculante. Boddey et al. (1984) estimaram que, em
condi cdes tropicais, a soja pode obter de 80 a 85% do N
através da FBN. A elevada proporcdo de N fixado em ambas as
si mbi oses, em relacdo ao total proveniente do solo observado
em nosso estudo, pode ser em parte atribuido ao baixo
conteudo de N no solo associado a inobilizacdo deste feita
com a adicdo de palha de Brachiaria, antes da inplantacdo do
experi mento.

A maior parte do N acunulado pelas plantas foi
obtido através da fixagdo de N, apés o periodo do
florescimento. A elevada demanda de N pelas vagens parece
estimular a FBN em soja (Hungria & Neves 1987). No entanto,
a manutencdo da FBN durante o periodo reprodutivo de soja e
feijdo depende da estirpe de rizobio (Hungria & Neves 1987,
Hungria & Franco 1988; Boddey & Hungria 1990). Durante o
periodo reprodutivo, as plantas inoculadas com a estirpe CB
1809 (B. japonicum fixaram uma maior quantidade de N do que
as inoculadas com a estirpe 29W (B. elkanii), refletindo a

atividade dos no6dulos nessas simbioses. As plantas

I nocul adas com a estirpe Hup+ mant i veram el evados niveis de
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atividade da nitrogenase até o periodo de enchimento de
graos (fig. 5), enquanto a atividade da nitrogenase e a
eficiéncia dos nodulos formados pela estirp Hup™ foi
drasticamente reduzida apo6s o periodo de florescinmento das
plantas. A reducdo da eficiéncia nodular das plantas
i nocul adas com a estirpe Hup™ foi aconpanhada por um aunento
acentuado na nmassa nodular (fig. 4). O estresse de N durante
0 periodo reprodutivo da soja, pode aunentar a translocgdo de
carboidratos para as raizes, aunmentando a nassa nodular,
reduzi ndo, no entanto, reduzir a disponibilidade de
carboidratos para a formagcdo e enchinento da vagens (Henry
et al. 1992).

A proporcdo de N-ureido transportado na seiva
Xilematica de soja e feijdo representa uma nmédida atil da
proporcdo de N proveniente da FBN (Neves et al. 1985;
Hungria & Franco 1988; Buttery et al. 1992). Herridge et al.
(1988) indicaram o valor potencial dos ureidos na seiva conp
paranetro nos programas de selecdo de estirpes para aumento
da fixacao de N, em soja. O transporte do N fixado
bi ol ogi canente conmo ureidos também tém sido relacionado a
presenca do sistema hidrogenase ativo (Neves et al. 1985;
Hungria et al. 1989). As plantas inoculadas com a estirpe

* apresentaram ap6s o florescinento, um aumento gradual

Hup
na porcentagem de N-ureido transportado na seiva xilematica,

atingindo o méxino durante o periodo de enchimento de graos,
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enquanto nas plantas inoculadas com a estirpe Hup, a
relacdo N-ureido/N-total manteve-se baixa (fig. 8). O
transporte do N fixado sob a fornma de ureidos pode-se ser
particularnente inportante para a economa de carbono dos
nodul os e para a manutencdo de elevados niveis de FBN
durante o periodo reprodutivo.

Paral el anente, o0s conpostos nitrogenados nédo séo
uni formemente distribuidos entre os d6érgdos da parte aérea
(Neves & Hungria 1987). A alantoina parece ser nobilizada
preferencial mente para a nutricdo das vagens, enquanto as
am das (asparagina e glutam na) pernmanecem retidas na haste
(Mosquim & Sodek 1992). Dessa forma, a conposicdo da seiva
xilematica pode, indiretanente, afetar a particdo do N para
0s grdos e a producdo de senentes. Neves et al. (1985)
observaram uma correlacdo positiva entre a proporcado de N-
ureido e o indice de colheita e a producdo de sementes na
soja nodulada. Da nesma forma, as plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809 apresentaram um maior indice de colheita e
uma producdo de graos cerca de 60% maior do que as plantas
I nocul adas com a 29W confirmando os resultados de Neves et
al. (1985). O N proveniente da FBN parece concorrer nais
efetivamente para a producdo de senentes do que o N
proveniente dos fertilizantes (lmsande 1986). Portanto, a
mel hor particdo do N e mamior producdo de senmentes das

pl antas inocul adas com a estirpe Hup+ em conparacdo com a
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estirpe Hup™ pode ser atribuido a manutencdo de elevados
niveis de fixacdo de N, durante o periodo reprodutivo nessa
si mbi ose, associado a um aunmento no transporte de N sob a

forma ureidos para a parte aérea.
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3.6 - CONCLUSCES

- As plantas de soja obtiveram cerca de 95% do N através da
FBN independente da estirpe de rizébio inoculada, sendo a

mai or parte fixada apo6s o florescinento da soja.

- A atividade dos nddulos formados pela estirpe Hup”
declinou ap6s o periodo de florescinento das plantas,
enquanto a atividade dos nodul os fornmados pela estirpe Hup+

foi maxima durante o periodo de fornacdo de vagens.

- Durante o periodo reprodutivo, as plantas inoculadas com a
estirpe Hup+ transportaram uma maior proporcdo de N-ureido

quando conparadas aquel as inocul adas coma estirpe Hup™.

- As plantas inoculadas com a estirpe Hup+ fixaram mais N

do que as plantas inocul adas coma estirpe Hup

- As plantas inoculadas com a estirpe Hup+ apresent aram
indice de colheita e producdo de grdos mais elevados do que

as inocul adas coma estirpe Hup™.



4 - CAPITULO I

EFEI TO DA LUM NOSI DADE NA FBN, NA EFICIENCIA E NA
SENESCENCI A DOS NODULOS FORMADOS PELAS ESTI RPES CB 1809 DE

Bradyr hi zobi um j aponi cum E 29W DE Br adyr hi zobi um el kani i .
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4.1 - RESUMD

Plantas de soja (dycine max L. cv. Doko) inoculadas com as
estirpes CB 1809 (Hup+) ou 29W (Hup™) de Bradyrhizobium foram
cultivadas sob [|um nosidade plena ou sonbreadas (70% de
sonbreamento), até o periodo de producdo de senentes. As
si mbi oses foram avaliadas quanto a nodulacdo, a fixacdo de
N, o transporte e a particdo do nitrogénio na parte aérea e
a producdo de grdos. A classificacdo dos nodul os por tamanho
e coloracdo se correlacionou com a atividade da nitrogenase
(ARA) das plantas. Nas plantas cutivadas sob |um nosidade
plena, a atividade da nitrogenase dos ndédulos fornados pela
estirpe 29W declinou apés o periodo de florescinmento,
enquanto, os noédulos formados pela estirpe CB 1809
apresentaram taxas crescentes de ARA até o periodo de

enchimento de grédos. Essa diferengca na atividade dos nodul os,
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associada a uma nmaior propor¢cdo de N-ureido na seiva
Xilematica das plantas durante o periodo de formagdo e
enchimento de vagens, refletiu em um maior acumulo de natéria
seca e nitrogénio na parte aérea e nmior producdo de graos
para as plantas inoculadas com a estirpe CB 1809. Quando
sonbreadas, anbas as sinbioses apresentaram taxas de ARA
crescentes até o periodo de enchimento de graos. Nesse
tratamento, houve um aumento em relacdo ao controle, na
porcentagem de N-ureido transportado na seiva xilematica da
soja. O efeito da reducdo da |um nosidade na ARA e no
transporte do nitrogénio foi mais acentuado nas plantas
I nocul adas com a estirpe 29W em conparacdo com a CB 18009.
Consequent enent e, quando  sonbreadas, as estirpes néo
diferiram entre si quanto ao peso da nmatéria seca e N
acurmul ados na parte aérea, nem quanto a producdo de graos. O
sonbreanento reduziu o acunmulo de matéria seca e nitrogénio
na parte aérea e raizes das plantas, no entanto, pronoveu unae
mel hor particdo da matéria seca e do nitrogénio na parte
aérea favorecendo a producdo de senmentes. Os resultados
obti dos evidenciam a necessidade de se considerar os efeitos
da |um nosi dade, em programas de selecdo de estirpes para a
manut encdo de elevados niveis de fixacdo de nitrogénio,

durante o periodo reprodutivo, na cultura da soja.



4.2 - | NTRODUCAO

A formagdo e o funcionanento da associacao
sinbidtica entre legumnosas e o0 rizobio, envolve uma série
de conplexas nudancas estruturais e bioquimcas na planta
hospedeira e no rizébio, que resultam em una sinbiose na qual
0 bacteroide wutiliza substratos de carbono fornecidos pelo
hospedeiro, transferindo a anbnia produzida para o citossol
da célula vegetal infectada. O processo de fixacdo biol0gica
de nitrogénio, nos nodulos radiculares, € dependente do
suprimento continuo de fotossintatos da parte aérea (Walsh et
al. 1987). Os fotoassimlados sdo utilizados para a geracdo de
poder redutor e ATPs para o sistema nitrogenase, para O
crescimento e manutencdo dos ndédulos, e para o fornecinento
de esqueletos de carbono, ATPs e poder redutor para a
assimlacdo da andbnia (Rawsthorne et al. 1980). O consunpb de
carboidratos por raizes noduladas ¢é elevado, podendo

representar de 30-50% do total de fotossintatos produzidos



pela planta hospedeira, nos periodos de ativo crescinento e
assimlacdo de nitrogénio (Pate & Mnchin 1980). Portanto, as
vari acdoes nesse requerinento podem refletir diretamente na
di sponi bil i dade de carboidratos para a fornagcdo e o enchinento
das vagens.

Durante a reducdo do N, a amdnia, parte da energia
e do poder redutor disponiveis para a nitrogenase, sao
utilizados para a reducdo de prdétons a hidrogénio e sua
posterior evolucdo dos nddulos. A evolucdo do hidrogénio
consome um mnim de 25% do fluxo total de elétrons
destinados a nitrogenase (Eisbrener & Evans 1983), sem
beneficio aparente para o sistema simbiotico (Yates 1988).
Esse processo representa uma ineficiéncia do sistem
simbidtico. A eficiéncia relativa (ER) da nitrogenase, em
ternos de alocacdo de elétons, é estimada pela proporcdo de
el étrons perdidos pela evolucdo do H, sobre o total de
el étrons disponiveis para a nitrogenase (Schubert & Evans
1976). Diversos fatores podem interferir na eficiéncia
relativa da nitrogenase, tais compb, o0 gendétipo da planta
hospedeira e do rizobio (Keysey et al. 1981; Nelson & Child
1981); tenperatura (Rainbird et al. 1983); pO, no anbiente do
nédul o (Godfroy & Drevon 1991) e irradiancia (Bethlenfalvay &
Phillips 1979; Nelson 1983). Dentre esses fatores, a presenca
do sistema hidrogenase ativo (Hup+) no bacter6ide parece ser

0 mai s inportante.



O sistemn hidrogenase oxida o H, produzido durante
a reducdo do N, podendo recuperar parte da energia perdida no
processo, aunentando a eficiéncia do sistema sinbidtico
(Schubert & Ryle 1980). A oxidagdo do, H, esta associada a uma
menor taxa de evolucdo do CO, devido a reducdo na oxidagao de
substratos de carbono nos nodul os radiculares (Layzell et al.
1979). Consequentenmente, a atividade do sistema hidrogenase
pode representar um necani snbo de conservacdo de carboidratos,
que podem ser wutilizados para o crescimento e a producdo de
graos das | egum nosas.

De nodo simlar, a sintese de conpostos organicos
nitrogenados wutilizados para transporte dos nodul os consone
esquel etos de carbono e energia fornecidas pelo hospedeiro.
Os conpostos exportados pelos nddul os envol vem subst ancias de
bai xo peso nolecular, ricas em nitrogéneo, tais conmo ureidos,
am das, aminoaci dos e pequenos peptideos, que possibilitam o
transporte do nitrogénio com um gasto nminino de carbono
(Neves 1981). Em plantas de soja, a maior parte do nitrogénio
proveni ente da fixacdo biologica de nitrogénio € transportada
para a parte aérea cono ureidos, alantoina e acido alantoico
(At ki ns 1991). O transporte do nitrogénio fixado
bi ol ogi camente sob a forma de ureidos pode representar umm
vantagem energética para o0 sistemn sinbiodtico, devido a

relacdo C/N unitaria desses conpostos, associada a uma nenor



energia de sintese (Atkins et al. 1978; Thomas & Schrader
1981).

Di versos trabal hos tém denonstrado a relagcdo entre
o metabolism de hidrogénio e o netabolism de ureidos nos
nédul os radiculares de soja (Neves et al. 1985, Hungria et
al. 1989) e feijdo (Hungria & Neves 1987). A eficiéncia
relativa (ER) foi positivamente correlacionada com a
proporcdo de N-ureido no exsudato xilematico (Hungria & Neves
1987). Os resultados obtidos indicam que, as variacdes na
eficiéncia relativa da nitrogenase sdo aconpanhadas por
variacdes na razao de N-ureido/N-total no exsudato xilematico
dessas | egum nosas. Nesse contexto, a presenca da hidrogenase
nos nddul os radiculares favoreceriam a economa de carbono,
ndao sonente pela oxidagcdao do H, produzido pela nitrogenase,
cono tanmbém pelo transporte de nitrogénio fixado cono
ureidos para a parte aérea. Portanto, a atividade da
hi drogenase pode ser particularmente inportante em condi ¢des
de menor disponibilidade de fotossintatos para os nodul os,
comb em plantas cultivadas sob sonbreanento ou durante o
periodo de enchimento de vagens das [|egumnosas. A
conpreensdo dos nmecanisnmos e fatores que afetam o sistem
simbiotico é inportante para a selecdo de sinbioses que
apresentem el evada capaci dade de fixacao de N, com um nenor

custo energeético.



Esse experinento teve cono objetivo avaliar o
efeito do sonbreamento e da inoculagdo com as estirpes CB
1809 (Hup™) e 29W (Hup™) de Bradyrhizobium na eficiéncia da
fixacdo de Ny e no transporte de N-ureido na seiva
xilematica ao longo do ciclo reprodutivo da soja, bem conp,
avaliar a relacdo desses fatores com a particdo de nitrogénio

e a producdo de senentes das pl antas.
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4.3 - MATERI AL E METODCS

O experinmento foi conduzido no CNPAB- EMBRAPA,
Itaguai, RJ, nos periodos de dezenbro de 1991 a abril de
1992.

Utilizou-se soja (Gycine max L.) cultivar Doko,

i noculada com a estirpe CB 1809 (Hup+) de B. japonicum ou
29W de B. elkanii. As bactérias foram crescidas em neio
definido de Vincent (1970) a 29°C por 7 dias, com agitacao.
As senentes foram esterilizadas com HgCl 5, 0,2% (Vincent
1970). A inoculacdo foi feita aos 7 dias apdés a energéncia
(DAE), colocando-se 1m de inoculante (cerca de 108 célul as)
por plantul a.

O cultivo das plantas foi feito em vasos plasticos
com capacidade de 10 |, preenchi dos com o horizonte
superficial do solo PVA série Iltaguai, com as seguintes
propriedades: pH (1:1, Hy0), 4,9; P disponivel, 5,1 ppm
cation trocaveis: K 76 ppm Ca, 1,8 meq/l100 m; M, 1,0
meg/100 m; A, 0,3 nmeg/I00 m. O solo foi previanmente
corrigido (30 dias antes do plantio) com o equivalente a
1000 kg/ha de calcareo calcitico e incorporado com o
equi valente a 0,5% de palha de Brachiaria. O solo foi

manti do com um dade proxinma a capacidade de canpo até o
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plantio quando foram adicionados aos vasos 0 equivalente a
80 kg de P,Gs/ ha.

Por ocasido do plantio foram col ocadas 4 senentes
pré-germ nadas/vaso cobrindo-se em seguida com unma fina
camada de solo. Aos 7 DAE, foi feito o desbaste deixando-se
2 pl antas/vaso.

Os vasos foram expostos ao ar livre e dispostas no
sentido |este-oeste. O sonbreanento dos vasos foi obtido
através da cobertura das mesas com uma tela Sonbrite. A
i ntensidade lum nosa foi determnada por um radidnetro Li-
cor nmodelo SB 190, constatando-se que, a nédia do tratanmento
sonbr eado correspondi a a 32, 7% da | um nosi dade
fotossinteticamente ativa, a qual sera referida conbp 30% da
| um nosi dade total. Para que se obtivesse uniform dade da
tenperatura radicular entre os tratanentos de |um nosidade,
os vasos foram mantidos durante todo o ciclo de crescinento
das plantas, imersos em tanque com Aagua corrente, sendo
costatado que a tenperatura dos vasos (5 cm de prof.) néo
ul trapassou 30°C com diferenca de aproxinmadamente 2°C entre
0s doi s niveis de | um nosi dade.

O delineanento experimental wutilizado foi o de
parcel as subdivididas, onde as parcelas representaram o0s
niveis de |um nosidade e as subparcelas as estirpes, com 4
repeticdes. As coletas foram realizadas aos 62 DAE (fase de

florescimento); aos 74 DAE (fase de formacdo de vagens); aos
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94 DAE (fase enchimento de gréos); e aos 117 DAE (colheita

final e producdo de gréos).

Anal i ses

- Determ nagdes de area foliar e matéria seca acumul ada

A parte aérea das plantas foi separada em fol has e
hastes (até o periodo de formacdo das vagens); e nos
periodos seguintes, separou-se também as vagens e 0S graos.
Nas trés prineiras coletas, as folhas foram mantidas sob
temperatura baixa (4°C) até o nonento da leitura fotometrica
da area foliar (AF). A determi nacdo da éarea foliar (AF) foi
feita através do nedidor de éarea foliar Li-Cor, nodelo LI-
3100. Em seguida, todo o material foi colocado para secar em
estufa (60-70°C), até atingir peso constante. Posteriornmente,

f oram pesados e noidos a 0,84 nm (20 nesh).

- Determ nacdo do teor de nitrogénio total

As andlises de N-total foram feitas em anpbstras de

200 ng de material de planta pelo método sem mcro Kjeldhal
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segundo Liao (1981) seguida de destilacdo e titulacdo segundo

Bremer & Edwards (1965).

Determ nacdo da eficiéncia relativa (ER) dos nddul os

A evolucdo de H, foi determ nada em raizes
nodul adas destacadas. As raizes nodul adas foram col ocadas em
frascos de 250 nm. fechados herneticamente, com rolhas do
tipo "suba seal" e incubados por 10 minutos a tenperatura
anbiente. Foram retiradas aliquotas (0,5 m) da fase gasosa
que foram analisadas em um analisador de H, de alta
sensi bilidade construido conforme descrito por Layzell et al.
(1984) .

A atividade da nitrogenase foi determ nada pelo
método de reducdo de acetileno (ARA) em raizes destacadas
(Mague & Burris 1972). Ap6s a determnacdo do H, evoluido,
injetou-se 30 m de CyH, nos frascos contendo as raizes,
i ncubando-se por 10 mnuto a tenperatura anbiente. Foram
retiradas aliquotas (0,5 nl) para a analise. A concentracdao
do etileno produzido foi determinada em um cromatdégrafo de
gases Perkin Elmer F 11, com detector por ionizagdo de
chama, contendo Poropak N (80-100 nesh) e operada a 40°C

utilizando N, cono gas de arraste a umfluxo de 40 m.mn!.
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A eficiéncia relativa dos elétrons destinados a
nitrogenase foi calculada pelo paranmetro de Schubert & Evans
(1976) .

ER=1 - ([Hy]/[CHyl)

AplGs essas andalises, os nodulos foram destacados
das raizes e anbos foram col ocados para a secagem em estufa

(60-70°C) e posteriormente, pesados.

- Coleta e analise do exudato xilematico

As plantas foram cortadas na altura do né
cotil edonar, para coleta do exsudato xilematico. A
superficie do corte foi lavada com &gua destilada, seca com
papel absorvente e conectada a unma bonba de vacuo. A seiva
xilematica foi coletada em tubos do tipo 'vacuntainer' (5
m) durante 10 mnutos e inediatanente congelada, sendo
mantida a -20°C até o nonento das anali ses.

Os conpostos nitrogenados foram deternm nados em
aliquotas de 10 nl de seiva. A concentracdo de N-ureido na
seiva Xxilematica foi determinada pelo método colorimétrico
de Vogels & van der Drift (1970). Para determnar a
concentracdo de N-total na seiva wutilizou-se o método
m crokj el dahl seguido de anélise colorinétrica (Boddey et al.

1987).
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4.4 - RESULTADCS

- Area foliar e Area foliar especifica

A area foliar das plantas ndo foi significaticanente
afetada pelos niveis de |umi nosidade nem pelo tratanmento de
i nocul acdo, enbora tenha ocorrido uma tendéncia de reducdo da
area foliar com a redugdo da |um nosidade (figura 1). A méxim
expansdo foliar ocorreu no periodo de formagdo de vagens, aos 74
DAE em anbos o0s niveis de |umi nosidade. A area foliar especifica
(area foliar/peso de folhas) foi maior nas plantas sombreadas

devi do a nenor nassa de fol has consequente da reducdo da | um nosi dade.

- Crescimento e acumulo de nitrogénio nas plantas

De nodo geral, o sonbreanento das plantas reduziu o
peso de matéria seca total acumulada na parte aérea. Neste
paranmetro, houve interacdo entre os niveis de |um nosidade e as
estirpes de Bradyrhizobium (tabela 1). O efeito da reducédo da
| um nosi dade foi nais acentuado nas plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809 quando conparado as plantas inocul adas coma 29W

No tratanento controle, a natéria seca total acunul ada

na parte aérea ndo diferiu significativanente entre as sinbioses,
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Tabela 1 - Efeito da lumnosidade e das estirpes de
Bradyr hi zobium no acumulo de matéria seca nas folhas, na
haste, nas vagens e na raiz (g/planta) de soja cv. Doko. Os
resul tados sdo média de 4 repeticdes. Medias na nesnma col una
relativas a nmesma coleta e seguidas de letras diferentes séo
significativamente diferentes a P=0, 05.

Estirpes Peso Peso Peso Peso Peso
fol has hast e vagens parte rai zes
aérea

62 DAE (florescinmento)
Lum nosi dade tot al

CB 1809 7,05 10,38 a . 17,43 ab 7,10 a
29 W 8, 40 10,81 a - 19,21 a 5,66 a

Sonbreamento (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 5,32 4,99 b - 10,31 ab 3,52 b
29 W 4,49 4,29 b - 8,78 b 3,02 b
cv% 28,73 28, 32 - 27, 83 11, 48

74 DAE (formacao de vagens)
Lum nosi dade total
CB 1809 10, 73 16,05 a - 26, 78 6,87 a
29 W 9,51 14,34 ab - 23, 85 6,97 a
Sonbreamento (30% da | um nosi dade total)
CB 1809 7,00 7,85 b - 14, 85 3,44 b
29 W 7,49 8,64 ab - 16, 13 3,97 b
cv% 37,26 28,99 - 32,13 22,17

95 DAE (enchinento de graos)
Lum nosi dade tot al
CB 1809 12,75 a 21,14 a 5,87 39,76 a 10,50 a
29 W 9,98 b 15,88 b 4,29 29,99 b 9,80 a
Sonbreamento (30% da |um nosi dade total)
CB 1809 8,19 b 8,69 c 521 22,09 ¢ 500 b
29 W 8,42 b 9,37 ¢ 6, 20 24,98 ¢ 516 b

cv% o, 38 15,49 16, 62 10, 37 18, 12
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até o periodo de formacdo de vagens (aos 74 DAE). Apdés essa
fase, as plantas inoculadas com a CB 1809 acunularam
significativamente mais matéria seca do que as inoculadas com a
29w. Com o sonbreanmento, n&do houve efeito significativo do
tratamento de inocul agéo.

Quanto ao sistena radicular, o sombreanento das pl antas
reduziu o peso das raizes secas emtodas as fases do desenvol vi nent o
das plantas em anbas as sinbioses (tabela 1).

O sonbreanento alterou a particdo dos assinilados entre
0s 6rgdos da parte aérea da soja (figura 2). Pode-se observar
que, de nodo geral, nesse tratamento houve uma reducdo no total
de matéria seca acunul ada nas hastes e um aumento proporcional na
acumul acdo de nmtéria seca nas folhas e, posteriormente, nas
vagens. O tratamento de inocul acdo ndo afetou significativanente
a particdo da bionassa na parte aérea da soja.

No periodo de florescinmento, a concentracdo de
nitrogénio nos tecidos da planta ndo variou significativamente
entre os tratamentos (tabela 2). Na fase de fornacédo de vagens, o
sonbreanmento pronoveu um aunmento, em relacdo ao controle, da
concentracdo de N nas fol has das plantas inocul adas coma estirpe
CB 1809. Durante o periodo de enchinento de grdo, observou-se uma
mai or concentracdo de N nas hastes das plantas sonbreadas. Nao
houve efeito significativo do tratamento de |um nosi dade nem da

i nocul agdo no teor de nitrogéni o nas raizes.
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Tabela 2 - Efeito da lumnosidade e da estirpe de
Bradyr hi zobi um na porcentagem de nitrogénio nas folhas, na
haste, nas vagens e na raiz da soja cv. Doko. Os resultados
sdo nédias de 4 repeticBes. Mdias na mesma coluna relativas
a mesma coleta e seguidas de letras diferentes séo signifi-
cativamente diferentes a P=0, 05.

Estirpes % N nas % N na % N nas % N nas
f ol has hast e raizes vagens

62 DAE (fl orescinmento)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 2,76 0, 855 1, 050
29 W 2,93 0,914 0,961

Sonmbr eamento (30% da | umi nosi dade total)

CB 1809 3,14 1,013 1,187
29 W 3,16 0, 981 1,072
cv% 8,93 8, 80 11, 48 -

74 DAE (formacao de vagens)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 2,58 b 0,92 :

1,10
29 W 2,53 b 0,90 1,17

Sonbreanmento (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 3,06 a 0,94 1,23 -
29 W 2,82 ab 0,89 1,15 -
cv% 7,45 5,35 17,42

95 DAE (enchinmento de graos)
Lum nosi dade total

CB 1809 2,00

1,00 b 1, 00 2,63
29 W 2,13 0,93 b

1,01 2,75
Sonbreanment o (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 2,35 1,34 a 1,14 2,89
29 W 2,21 1,13 ab 1,14 3,10

cv% 8, 55 9,89 18, 12 7,49
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De nmodo geral, o acunulo de nitrogénio total na parte
aérea (tabela 3) aconpanhou a acunul acdo de biomassa. Com a
reducdo da |um nosi dade, houve uma tendéncia de dim nui¢do nos
teores de nitrogénio acurmul ados na parte aérea das plantas em
anbas as associ acdes, até o periodo de formacdo de vagens. Apos
essa fase, o sonbreanmento das plantas inoculadas coma CB 1809
resultou em uma reducdo significativa no Ntotal acunulado na
parte aérea. O total de nitrogénio acunulado pelas plantas
i nocul adas coma 29Wfoi simlar em anbos os tratamentos de |uz.
A estirpe CB 1809, no tratanento controle, apresentou um naior
acunul o de N na parte aérea quando conparada a estirpe 29W no
entanto, no sonbreanento ndo houve diferenca significativa entre
as estirpes nesse paranetro.

O teor de N acumul ado nas raizes foi menor em pl antas
subneti das ao sonbreamento do que nas plantas do controle durante

0 ciclo da planta em anbas as sinbi oses (tabela 3)

- Nodul acdo e atividade da nitrogenase das plantas

O sonbreanmento das plantas reduziu a massa nodul ar de
anbas as associ acGes, até o periodo de formacdo de vagens (tabel a
4) - Apo6s essa fase, a massa nodul ar das plantas sob sonbreanento,
foi aunentada, sendo que, esse efeito foi mais acentuado na associ a-

¢do coma 29W
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Tabela 3 - Efeito da lumnosidade e da estirpe de
Bradyr hi zobi um no acurmulo de N (mg N planta) nas fol has, na
haste, nas vagens, na parte aérea total e na raiz de soja
cv. Doko. Os resultados sd@o médias de 4 repeticdes. Medias
na mesma coluna relativas a mesma coleta e seguidas de
letras diferentes sdo significativamente diferentes a P=0, 05.

Estirpes N folhas N haste N vagens N parte N raizes
aeérea

62 DAE (fl orescinento)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 198,97 a 88,09 ab - 287,05 74,07 a
29 W 274,61 a 102,93 a - 377, 54 55,39 ab

Sonbr eanento (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 169,2 ab 52,8 ab - 222,0 40,0 bc
29 W 141,7 b 42,7 b - 184, 4 32,3 ¢
cv% 25,5 35,5 - 27,5 22,4

_ _ 74 DAE (formacao de vagens)
Lum nosi dade t ot al
CB 1809 283,9 154, 8 ab - 438, 7 75,3 a
29 W 243, 4 199,6 a - 443, 0 81,8 a
Sonmbr earmento (30% da | um nosi dade total)
CB 1809 217,3 78,0 b - 295, 3 42,2 b
29 W 225, 93 797 b - 305, 7 45,5 b
cv% 38,7 38,0 - 27,5 25,9

95 DAE (enchinento de graos)

Lum nosi dade total
CB 1809 252,8 a 205,5 a 155,5 ab 613,6 a 103,0 a
29 W 209,1 ab 51,0 ab 122,3 b 482,3 b 98,5 a

Sonbreanment o (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 189,8 b 115,2 b 149,9 ab  455,0
29 W 204,0 ab 102,2 b 194, 4 a 500, 0

oo
a1 01
© R
&~
oo

cv% 11,0 19, 2 19,9 6,9 16, 8
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Tabela 4- Efeito da Ilumnosidade e da estirpe de
Bradyrhi zobi um na nodulacdo (g de nodul os/planta), na ARA
total (umol CyHy/h. planta), na ARA especifica (unol Hy/ h.
g nbédulos e na eficiéncia relativa (ER) da soja cv. ko.
Os resultados sdo médias de 4 repeticbes. Mdias na nmesm
coluna relativas a mesm coleta e seguidas de letras
diferentes sdo significativanente diferentes a P=0, 05.

Estirpes Peso nodulos ARA total ARA ER
especifica

62 DAE (florescinmento)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 0,305 b 6, 73 21,84 ab 0,93 a
29 W 0,930 a 11, 57 11,84 b 0,33 b

Sonbr eanment o (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 0,275 b 8,75 28,70 a 0,94 a
29 W 0,390 b 7,33 18,03 ab 0,42 b
cv% 39, 41 43, 19 29,81 21,99

74 DAE (Tormacao de vagens)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 0,348 b 10, 15 29,53 a n. d.
29 W 0,766 a 6, 27 8,22 b n. d.

Sonmbr earment o (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 0,267 b 10, 27 37,31 a n. d.
29 W 0,609 ab 13,13 21,85 ab n.d.
cv% 33, 26 52, 22 35, 11

95 DAE (enchinento de graos)
Lum nosi dade t ot al
CB 1809 0,433 b 12,88 ab 30,24 a 0,98 a
29 W 0,618 b 599 b 9,98 b 0,84 b
Sonmbrearment o (30% da | um nosi dade total)
CB 1809 0,551 b 12,21 ab 23,47 a 0,97 a
29 W 1,073 a 21,99 a 20,41 ab 0,78 b

cv% 24,76 39, 20 27,47 3,78




64

No tratamento controle, as plantas inocul adas coma 29W
apresentaram uma nassa nodul ar superior a das plantas inocul adas
com a estirpe CB 1809. No sombreanento, as associacbes néo
diferiramsignificativamente nesse paréametro, durante o periodo o
florescinento das plantas. Nas fases seguintes, o peso de nddul os
das plantas inocul adas coma 29Wfoi gradual mente aunentado. Aos
95 DAE, as plantas inoculadas coma 29W apresentavam o dobro da
massa nodul ar das inocul adas coma CB 1809.

A distribuicdo percentual das classes de nodul os por
tamanho ao longo do ciclo da planta, ndo foi significativanente
afetada pelos tratamentos de inoculacdo ou de |um nosidade.
I ndependente dos tratanentos a maior parte dos nodul os das
apresentaram de 1-3 nm de dianmetro (figura 4). Analisando a
di stribuicdo percentual das classes de nodul os por coloracéo
(figura 5) feita nos ndédulos acima de 3 mm (cerca de 24%, pode-
se observar que as plantas sonbreadas apresentaram durante o
florescinento cerca de 70% dos nédul os ativos (roseos), enquanto,
no tratanmento controle nessa fase, nenos de 20% dos nodul os
anal i sados, em anbas as si nbi oses, estavam em pl ena ativi dade.
Ap6s essa fase, somente cerca de 20% dos nodul os dessa classe
manti veram se ro0seos sob sonbreanento. As plantas expostas a
| um nosi dade plena apresentaram cerca de 80% dos nddul os dessa
cl asse em senescimento (marrons) ou senescidos desde a prineira

col eta aos 62 DAE.
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Quanto a atividade da nitrogenase, houve efeito da
interacdo entre os niveis de lumnosidade e a estirpe de
Bradyr hi zobi um (tabela 4) observado nas plantas col hidas aos 95
DAE. O sonbreanento induziu emrelacdo ao tratamento controle, um
aunento na atividade da nitrogenase total (umol CoH,/planta) e
especifica (uml CoHy/ grama de nédul os das plantas inocul adas
com a estirpe 29W O efeito da lum nosidade na atividade da
nitrogenase ndo foi observado nas plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809, ndo sendo observadas diferencas entre as
estirpes na atividade especifica da nitrogenase, nas plantas
sonbreadas. No tratamento controle, a inoculacdo das plantas com
a estirpe CB 1809 refletiu em uma tendéncia de aumento da
atividade da nitrogenase ao longo do ciclo das plantas. No
entanto, a tendéncia observada nas plantas inoculadas com a
estirpe 29W nesse tratanento foi de declinio na atividade dos
nédul os. De nodo simlar, a partir do florescinmento, a atividade
especifica da nitrogenase das plantas inocul adas coma estirpe CB
1809 foi nmior quando conparada a estirpe 29W

| ndependent e dos niveis de |um nosidade, os nodul os
formados pela estirpe CB 1809 reciclaram praticanente todo o H,
produzido pela nitrogenase durante todo o ciclo da cultura. GOs
nédul os formados com a estirpe 29W apresentaram eficiéncia
relativa nmuito baixa, durante a fase de florescinento. Aos 95
DAE esses nodul os apresentaram niveis de eficiéncia mais

el evados do que os teoricanmente esperado para unma estirpe Hup”
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(ER= 0,84 no controle; de 0,78 no sonbreanento). Esses resultados
i ndicam a possivel ocorréncia de algunma fal ha nmetodol 6gica

(tabela 4).

- Conposi ¢cdo da seiva xilematica e porcentagem de N ureido

O efeito dos niveis de | um nosi dade e da i nocul agdo com
as estirpes CB 1809 e 29W na conposi ¢cdo da seiva xilematica das
pl antas, pode ser observado na tabela 5.

A maxi ma concentracdo de N-total e N-ureido na seiva
Xilematica ocorreu durante a fase de fornacdo de grdos. Nao foi
observado efeito significativo dos tratamentos na concentracdo de
N-ureido e N-total na seiva xilematica, até os 74 DAE. Durante a
fase de enchinmento de gréos, as plantas inocul adas coma estirpe
CB 1809 apresentaram uma maior concentracdo de N-total e N
ureidos na seiva xilematica quando conparada a estirpe 29W nos
doi s niveis de |um nosi dade.
| ndependentenente do tratanmento de inocul agdo, o
sombreament o das plantas induziu a umaumento na proporc¢ado de
nitrogéni o transportado cono ureidos na seiva xilenmética da soja.
No entanto, o efeito da | um nosidade no transporte de N-ureido na
seiva foi mais acentuado nas pl antas inocul adas coma 29W
As diferencas entre as estirpes no transporte do
nitrogénio sonmente foram observadas em plantas crescidas sob

| um nosi dade total. Nesse tratamento, a inoculacdo das plantas
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Tabela 5 - Efeito dos niveis de |uminosidade e estirpes de
Bradyr hi zobi um na concentracdo de N-ureido, no Ntotal (ug
N ul seiva.10) e na porcentagem de N-ureido na seiva
xilematica da soja cv. Doko. Os resultados sdo nmédias de 4
repeticées. Meédias na nmesma coluna relativas a nesma coleta
e seguidas de letras diferentes sdo significativanmente
diferentes a P=0, 05.

Estirpes Concent racao Concent r acao % de N-ureido
de N-ureido de N-total

62 DAE (fl orescinento)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 0,27 0,47 55,4
29 W 0,28 0, 55 47,9

Sonbr eanento (30% da | um nosi dade total)

CB 109 0,29 0, 65 43,6
29 W 0,38 0,64 59, 2
cv% 48, 3 30, 3 22,3

) _ 74 DAE (formacao de vagens)
Lum nosi dade t ot al

CB 1809 0,81 1,13 70,3 ab
29 W 0, 46 0,92 5

Sonmbrearment o (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 1,46 1,98 77,1 a

29 W 1,32 1,77 76,6 a

cv% 60, 8 65, 7 17,3
95 DAE (enchinento de graos)

Lum nosi dade t ot al

CB 1809 0,82 a 1,09 a 54,7 b

29 W 0,21 b 0,49 b 39,9 ¢

Sonbreament o (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 0,76 a 1,13 a 68,8 a

29 W 0,28 b 0,41 b 62,6 ab

cv% 25,4 27,4 10, 3
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com a estirpe CB 1809 resultou em um aumento na proporcdo de
nitrogéni o transportado cono ureidos na seiva, em conparagdo a
29W durante as fases de fornacdo e enchinmento de vagens.

A porcentagem nméxi ma de N-ureido foi transportada na
seiva xilematica durante o periodo de fornmacdo de vagens, em

anbas as si nbi oses.

- Producdo e teor de N nos graos

O sonbreanento aunentou a producdo de grdos em anbas as
associ acbes, sendo que, esse efeito foi mais acentuado nas
pl antas i nocul adas coma estirpe 29W (cerca de 80% de aumento) do
que coma CB 1809 (cerca de 23% de aunento). A maior producdo de
graos dessas plantas em conparacdo ao controle, foi decorrente,
em grande parte, de uma nel hor particdo de matéria seca e de N
favorecendo os grdos. O sonbreanento pronoveu um aunento no
indi ce de col heita de bi omassa nas duas associ acdes (tabela 6).

No controle, a inoculagdo das plantas coma estirpe CB
1809 pronmoveu um aunmento de 66% na producdo de grédos em
conparacdo a estirpe 29W desaparecendo esse efeito nas plantas
sonmbreadas. Nao houve diferenca entre as estirpes de rizobio no
indice de col heita de bionmassa das plantas em anbos 0s niveis de
| um nosi dade.

De modo simlar, o sonbreanento das plantas aunmentou o

N-total acumul ado nos gréos. Ccorreu uma mel hor renobilizacdo do
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Tabela 6 - Efeito da lumnosidade e das estirpes de
Bradyr hi zobi um na producdo de grédos (g/planta), no
nitrogénio acunmulado nos graos, no indice de colheita de
biomassa (I C= massa de grdos/massa de parte aérea) e no
indice de colheita de nitrogénio (IC de N= N grédos/N parte
aérea) de soja cv. Doko aos 117 DAE. Valores (em cada

col una) segui dos de letras iguais ndo diferema P=0, 05.

Estirpes Massa de I.C. de N nos grdos |.C de N
gr dos bi omassa

Lum nosi dade t ot al

CB 1809 8,65 a 0,31 b 490,0 b 0,78 b
29 W 522 b 0,32 b 293,3 ¢ 0,79 b
Sonbreanmento (30% da | um nosi dade total)

CB 1809 10,66 a 0,47 a 620, 8 a 0,88 a
29 W 9,41 a 0,44 a 543,3 ab 0,90 a

cv% 13,8 8,3 12,9 3,5




nitrogéni o na parte aerea, aunentando significativamente o indice
de colheita de nitrogénio (N-total grdos/Ntotal da parte aérea)
qguando conparado ao das plantas que cresceram sob |um nosi dade
total.

No tratamento controle, o teor de N-total acunul ado nos
graos foi significativanente maior nas plantas inoculadas com a
estirpe CB 1809 em conparacdo aquel as inocul adas com a estirpe
29W No sonbreamento, o teor de N nos graos das plantas
I nocul adas com a 29W aunmentou cerca de 85% em relacédo ao
tratamento controle, ndo diferindo das plantas inoculadas com a
CB 1809, nesse parametro. Nao houve efeito da inoculagdo no

indi ce de col heita de nitrogénio.
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4.5 - Dl SCUSSAO

O sonbreamento das plantas refletiu em um menor
acimulo de matéria seca e N na parte aérea e raiz da soja
(tabela 1). Em legunminosas de grdo, a acunulacdo de N esté
diretamente relacionada a acunulacdo de biomassa, sendo
observada uma correlacdo positiva entre a biomassa e a
fixacao de N, (Denison et al. 1985 Michow et al. 1993). O
sonbreamento, no entanto, alterou a particdo dos assimlados
entre os o6rgdos da soja. As plantas sonbreadas apresentaram
uma mai or proporcdo de biomassa e N alocados para os graos,
resul tando em nmiores indices de colheita de bionassa e N
Esse efeito, garantiu um aumento na producdo de graos das
plantas sonbreadas em conparacdo ao tratamento controle
(tabela 6). Neves et al. (1982) observaram que o
sonbreamento foliar total durante o periodo reprodutivo,
pronoveu uma maior renobilizacdo do N das folhas para as
vagens de caupi .

A quantidade, a massa e a coloracdo dos nodulos tem
sido utilizados comp nedidas rapidas e baratas da fixacdo de
N, (Buttery et al. 1992). Neste trabalho, a mmior nodulacédo
apresentada pelas plantas inoculadas com a estirpe Hup~ em
conparacdo com a estirpe HupJr ndo correspondeu a uma naior
atividade da nitrogenase total ou a uma maior acunulacdo de
N nas plantas. Conmp observado anteriormente (Dobereiner et

al. 1970; Duque et al. 1982; Neves et al. 1985), os nodul os
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formados pela estirpe Hup+ apresentaram uma el evada
atividade especifica. Do nmesno nodo, em trevo branco,
Cresswell et al. (1992) ndo obtiveram correlacdo entre a
massa e 0 numero de nédulos e o acumulo de nmtéria seca.
Esse autores sugeriram que algumas associacdes sinbiodticas
menos efetivas formam nodul os 0s quais apresentam um pequeno
volume de tecido infectado, demandando um aumento na
quantidade de tecido fixador de N,. Resultados simlares
foram tanbém obti dos em anendoi m por Rossumet al. (1993).

A classificacdo dos nddulos por tamanho e
coloracdo visou obter uma nelhor correlagcdo entre a
nodul acdo das plantas e a fixacdo de N,. No entanto, a
di stribuicdo percentual das classes de néodulos por tamanho,
ao longo do ciclo das plantas, ndo foi significativamente
afetada pela estirpe ou pelo sonbreamento, sendo que, a
mai or parte dos nodul os das plantas de soja (cerca de 80%
apresentaram nenos do que 3 mm em todos o0s periodos
amostrados (figura 5).

A classificacdo dos nddulos por coloracdo foi
feita somente nas classes de nddulos acima de 3 nm uma vez
que, uma anopstragem prévia nostrou que os nédul os de tamanho
inferior estariam em formagdo, em sua mioria ativos e
portanto, as diferencas na atividade da nitrogenase
observada entre os tratamentos seriam devido a atividade dos
nédul os mmiores. Paralelamente, a anpostragem de todos o0s
nédul os seria dificultada pelo grande numero de nddul os em

cada tratamento. No entanto, ndo foi obtida boa correlacéao
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entre a atividade da nitrogenase total das plantas e a
di stribui¢cdo percentual das classes de no6dulos por
col oracdo, uma vez que, 0s nodul os dessas classes ja estavam
em senescimento ou totalnente senescidos (figura 6),
sugerindo que, ja& aos 62 DAE, os nodulos responsaveis pela
fixacdo de N, na soja inoculada com as estirpes CB 1809 e
29W tém de 1-3 mm Na analise desses resultados, deve-se
consi derar a possibilidade de ocorréncia de alguna falha
met odol 6gica, uma vez que 0 nunero de nodulos para a
classificacao f oi ai nda bast ant e el evado, e
consequentemente, 0 tenpo necessario para o0 processo de
classificacdo foi maior do que o desejado. Pode- se
ressaltar, porém que o sonbreamento das plantas retardou o
inicio do senescimento dos nodulos em anbas as sinbioses,
di scordando dos resultados de Melges et al. (1989), que
demonstram que a reducdo da lum nosidade acelera o
senesci nento dos nédul os

A variacdo da atividade da nitrogenase ao |ongo do
ciclo das plantas dependeram da estirpe de rizébio e da
interacdo desta com o sonbreanento (tabela 4). Sob
| um nosi dade total, as plantas inoculadas com a CB 1809
apresentaram taxa crescentes de ARA até o periodo de
enchimento de gréaos, enquanto, a atividade da nitrogenase
das plantas inoculadas com a estirpe 29W foi reduzida, |ogo
apés o periodo do florescinento. No sonbreanento, as duas
estirpes apresentaram taxas crescentes de atividade da

nitrogenase durante o todo o periodo reprodutivo. Diversos
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trabal hos tem evidenciado a inportancia da manutencdo da
fixacdo de nitrogénio apos o florescimento, para a obtencédo
de el evadas producdes de graos em |egum nosas (Insande 1989;
Boddey & Hungria 1990; Vessey 1992; Vikman & Vessey 1992).
Nossos resultados sugerem que o declinio na taxa de fixacdo
de N, apés o florescimento das plantas, observada por
di versos autores, € unm caracteristica da estirpe de rizdbbio
utilizada comp inoculante. A manutencdo de elevados niveis
de atividade da nitrogenase durante o periodo reprodutivo,
em plantas crescidas sob [lum nosidade reduzida, parecem
confirmar essa hipotese. Do mesnmo nodo, em feijao (Phaseolus
vulgaris) a taxa de senescéncia dos nodulos €, em grande
parte, afetada pela estirpe de Rhizobium (Boddey & Hungria
1990) .

A acunulacdo de N e a produgdo de graos da soja
refletiu a atividade dos nodulOs durante o periodo
reprodutivo. Sumerfield & Lawn (1987) estimaram que em
plantas de soja o prolonganento da atividade dos nodul os por
uma semana, durante o periodo reprodutivo, pode aumentar o N
fixado em cerca de 50% Um nodulagdo precoce e um
senescinento tardio dos nodulos sdo critérios que tém sido
propostos para a selecdo de estirpes (Kipe-Nolte & Vargas
1988; Boddey & Hungria 1990).

Sob |um nosidade plena, a maior parte do N das
pl antas inoculadas com a 29W (cerca de 80% do N da parte
aérea), f oi acumul ado durante o periodo vegetativo,

enquanto, as plantas inoculadas com a estirpe Hup+,



77

duplicaram a quantidade de N na parte aérea, ap6s o periodo
de florescinento (tabela 3). No sonbreanmento, as plantas
I nocul adas com anbas as estirpes (Hup+ e Hup™) acunularam a
maior parte do N, apds o florescinmento. Consequentenente, o
efeito da inoculacdo da soja sonente foi observado sob | um no-
si dade pl ena.
Sob |um nosidade total, as plantas inoculadas com a
estirpe Hup+ produziram significativamente nmais gréos e
acumul aram mais N nas senmentes do que as inoculadas com a
estirpe Hup™. Na analise desse resultados, deve-se
considerar que, o N assimlado nos estagios iniciais do
desenvol vimento das |egum nosas estd, em geral, ligado a
conpostos estruturais dos quais ndo é facilmente retirado. O
nitrogénio fixado durante periodo reprodutivo das plantas,
parece concorrer nmis efetivamente para o aunento no nuamero
de vagens formadas e um nel hor enchinento de grdos da soja
(I'msande 1989). Esses resultados ressaltam a necessidade da
manut encdo dos nodul os ativos durante o periodo reprodutivo
para a obtencdo de elevadas producGes de graos em plantas de
soj a dependentes da FBN
GCs ureidos, alantoina e acido alantdico, sédo a
prinicipal forma pela qual o N fixado biologicamente ¢
transportado dos nodulos de soja (Atkins 1991). O transporte
do N fixado conop wureidos pode representar uma vantagem
energética para o sistema sinmbidtico devido a relacdo C/N
unitaria desses conpostos associada a sua nmenor energia de

sintese (Atkin et al. 1978, Thomas & Schrader 1981). Em
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condi ¢cbes de nenor disponibilidade de carbono para os
nédul os, conb em plantas crescidas em baixos niveis de
| umi nosi dade ou durante periodo de formacdo de vagens, o
transporte do N conp wureidos pode ser particularmente
vantajoso para a economia de carbono dos nédulos e
manut encdo da fixacao de N,.

Em soja, a proporcdo de N transportado sob a forma
de ureidos na seiva do xilema esta positivamente
correl acionada com os niveis de fixacdo de N, (MClure &
Israel 1979; Herridge & Peoples 1990). Os resultados
recentes obtidos por Atkins (1992) denonstram haver estreita
i nterdependéncia netabdlica entre a atividade da nitrogenase
e a sintese de ureidos nos nddul os. Desse nodo, o0 conteldo
de N-ureido na seiva xilemitica pode representar uma medida
util da proporcdo de N da planta proveniente da fixacdo de
N, (Buttery et al. 1992). No presente trabalho, a porcentagem
de N-ureido na seiva aconpanhou as variacdes na atividade da
nitrogenase. A maior porcentagem de N-ureidos transportado
na seiva do xilema de soja inoculada com a estirpe Hup+ no
tratamento controle apés o florescimento das plantas,
refletiu o aumento na atividade total da nitrogenase e
concorda com os resultados obtidos em trabal hos anteriores
(Neves et al. 1985; Runjanek et al. 1991).

Neves et al. (1985) observaram que a maior
porcentagem de N-ureido na seiva xilemitica resultou em um
mel hor distribuicdo do N fixado e em um nmior indice de

colheita de N das plantas. Nesse experimento nao fo
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observada uma diferenca significativa no indice de colheita
entre as duas sinbioses, sendo a mmior produgcdo de graos
observada nas plantas inoculadas com a estirpe Hup+,
provavel nente, resultado de uma maior fixacdo de N, durante
0 periodo reprodutivo das plantas.

Di versos trabal hos tem denonstrado a relagcdo entre
o metabolism de hidrogénio e o nmetabolisnmo de ureidos nos
nédul os de soja e feijdo (Neves et al. 1985; Hungria & Neves
1986; Hungria et al. 1989). Nossos resultados indicam que a
presenca da hidrogenase parece estar associada a uma maior
eficiéncia da fixacao de N, resultando em uma mai or

quanti dade de ambnia disponivel, assimlada em conpostos de

bai xa relacdo C/'N, cono os ureidos.
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4.6 - CONCLUSCES

- O sonbreanento das plantas reduziu a bionassa e nitrogénio
acumul ado na parte aérea em anmbas as sinbioses, no entanto,
0 indice de colheita em relacdo a biomassa e o indice de
colheita em relacdo ao nitrogénio das plantas aunmentou com a

reducdo da | um nosi dade.

- As plantas sonbreadas transportaram uma maior proporcdo de
N-ureido na seiva xilematica quando conparada as plantas

cresci das sob | um nosi dade pl ena.

Apés o florescinmento, as plantas crescidas sob
| um nosidade plena e inoculadas com a estirpe Hup+
acunularam mais N na parte aérea, produziram mais graos e
acunmul aram nais N nos grdos do que as plantas inoculadas com

a estirpe Hup™.

- Em plantas sonbreadas, n&o houve diferenca entre as
estirpes quanto ao acunulo de matéria seca e N na parte

aérea, nemquanto a producdo de graos.
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5 - CAPIiTULO 111

EFEI TO DO SOVBREAMENTO NA FI XACAO SI MBI OTI CA, ASSIM LACAO E
TRANSPORTE DO NI TROGENI O EM SQJA (G ycine max L.) | NOCULADA
COM MUTANTES HUP™ E HUP™ DE B. japoni cum
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5.1 - RESUMD

Foram conduzi dos dois experinentos utilizando plantas de soja
(Gycine max L. cv. Doko) inoculadas com a nutante PJ 17
(Hup™) da estirpe USDA 122 ou sua revertante isogénica PJ |7-
1 (Hup®) de B. japonicum que cresceram sob |uninosidade plena
ou sonbreadas (70% de sonbreanento). No experinento 1, as
pl antas inoculadas com a revertante Hup+ apresentaram reducéo
da massa nodular, nmenor acumulo de matéria seca e nitrogénio
na parte aérea quando cresceram sonmbreadas. A atividade da
nitrogenase (ARA) dos nodul os formados com a nmutante Hup™ foi
significativanente aumentada pelo sonbreamento, ndo sendo
esse efeito observado na revertante Hup+. As variacdes na
atividade especifica da glutamna sintetase no citossol dos

nédul os refletiram as variacGes na atividade da nitrogenase.
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A atividade da glutamato desidrogenase foi naior nos nédul os
formados com a revertante Hup+ em anbos os tratamentos de
luz. Sob |lum nosidade plena, uma maior atividade especifica
da uricase foi observada no citossol dos nddul os formados com
a revertante Hup+ e refletiram uma maior proporgcdo de N-
ureido transportado na seiva xilemitica nesse tratamento.
Mai ores niveis de consunb de |IMP (inosina 5- nonofosfato) e
atividade da uricase no citossol dos nddulos assim conp ume
mai or porcentagem de N-ureidos na seiva xilematica foram
observados em plantas sonbreadas. O efeito do sonbreanento na
sintese e no transporte de wureidos foram porém nmais
pronunci ados em plantas inoculadas com a nutante Hup . No
experimento |1 observou-se um marcado aumento da eficiéncia
relativa da nitrogenase nos nédulos formados com a nutante
Hup~ com a reducdo da |um nosidade. Houve uma correlacgéo
positiva entre a ER e a proporcdo de N-ureido transportados
na seiva xilematica das plantas inoculadas com a nutante Hup~
que cresceram sonbreadas. Os resultados confirmam a relacédo
entre a ER da nitrogenase e o transporte de N-ureido na
seiva das plantas de soja, e nobstram que sob sombreanento, o0s
nédul os formados pela Hup™ aunentaram a ER, possivelnmente

mudando a al ocacdo de el étrons disponiveis para a nitrogenase

do H" para a reducdo do N,.
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5.2 - | NTRODUCAO

O sistema nitrogenase cataliza sinultaneanente as
reducdes de nitrogénio nolecular a andnio e de proétons a
hi drogénio (Schubert & Evans 1976; Smth et al. 1976). A
evolucdo de hidrogénio pelos nodulos consome 25% ou mais do
poder redutor e energia utilizados pela nitrogenase, sem
nenhum beneficio aparente para o sistema sinbiodtico (Yates
1988). Alguns organismos fixadores de N, possuem um sistena
de oxidacdo do hidrogénio (Hup) catalizado pela hidrogenase,
capaz de reciclar o Hy produzido pela nitrogenase via cadeia
respiratéria. As estirpes de Bradyrhizobium capazes ou
incapazes de oxidar o H, tem fenotipos Hup+ e Hup~,
respectivanente. Recentenente, Van Berkum (1990) descreveu um

terceiro fendtipo Hup regulado pelo hospedeiro (Hup-hr). Esse
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fendtipo foi caracterizado pela capacidade apresentada por
al gumas estirpes de Bradyrhizobium de expressar a atividade
da hidrogenase quando inoculada em caupi (Vigna unguicul ata
cv. Califdrnia Black-eye five) mas nado inoculadas em soja
(Aycine max cv. WIlians).

Di xon (1972) propds trés necanisnmos pelos quais a
presenca da hidrogenase em nédulos poderia aunentar a
eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio: (i) a presenca
do sistema hidrogenase nos nédul os poderia recuperar parte do
poder redutor e ATPs gastos durante a redugdao do Ny
aunentando significativanmente a eficiéncia do processo de
fixacdo do nitrogénio; (ii) a oxidagcao do H, pela hidrogenase
nos nédulos poderia representar necanisnmo de protecdo
respiratéria da nitrogenase, uma vez que, em sistenns
fixadores de N, aerobicos, a oxidacdo do H, esta acoplado,
através da cadeia transportadora de elétrons, a reducdo do
O,. Em estudos mmis recentes, Wtty et al. (1987) propuseram
um nodel o no qual o suprinmento de O, para os bacteroéides e
controlado por uma barreira de difusdo de O, variavel. Esta
barreira manteria o balanco entre o fluxo de oxigénio na
regi do bacteroidal e seu requerinento respiratério (Mnchin
et al. 1988), portanto, enbora a hidrogenase possa contribuir
para a protecdo da nitrogenase da inativagdao pelo O,, nao
representa o necanisnmp primario para sua protecdo (Arp 1992);

(iii) a oxidagdo do H, poderia proteger a nitrogenase da
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i nibicdo pelo Hy, Arp (1992) sugeriu que a oxidagdo do H, nos
nédul os representa um inportante mecanisno de protecdo da
ni trogenase contra a inibicdo pelo hidrogénio.

Paral el anente, alguns autores tem sugerido que o
met abolismo de H, nos nddulos esta ligado a outras
caracteristicas genéticas conb a capacidade de nodul acéo
(Brewin et al. 1980), a eficiéncia nodular (Hungria & Neves
1987), a fixacdo de CO, nos nodulos (Arima 1981), a producdo
de rizobitoxina e a conposi¢cao de polissacarideos extracel ul ares
(Mnam sawa 1989) e ao netabolisno de ureidos nos nodul os
(Hungria & Neves 1987).

A avaliacdo dos beneficios pronovidos pela
hi drogenase tem sido baseada em conparacGes da fixacdo de
nitrogénio e o crescimento do macrossinbionte inoculado com
estirpes HupJr e Hup™. Evans et al. (1985) calcularam que
cerca de 70% de todos os experinentos descritos nostraram que
a atividade da hidrogenase teve um efeito positivo no acumulo
de matéria seca ou nitrogénio total fixado das plantas. Em
uma conparacado feita, recentenente, com 92 isolados Hup+ e
Hup~ de B. japonicum ndo foi observada relacdo significativa
entre o fenétipo Hup+ e a acumulacdo de N em plantas
crescidas em casa-de-vegetacdo ( Fuhr mann 1990). A
interpretacdo dos resultados utilizando estirpes ou grupos de
estirpes Hup+ e Hup™ é conplicada devido a interferéncia de

outras diferencas genéticas, além da presenca da hidrogenase
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que podem afetar a sinmbidése. A utilizacdo de nutantes
i sogéni cas Hup* e Hup~ de rizébio conp inoculantes pernmite
uma el hor avaliacdo das vantagens da reciclagem de H, sobre
a fixacdo de nitrogénio e o crescimento das |egum nosas
(Ei sbrenmer & Evans 1983). Evans et al. (1985) wutilizando
mut ant es i sogéni cas Hup+ e Hup™ de B. japonicum observaram um
mai or acunmulo de matéria seca e nitrogénio em plantas de soja
I nocul adas com a estirpe Hup+. Drevon et al. (1987), em
cultivo hidropbnico, observaram um efeito negativo da
i nocul acdo com a revertante Hup+ (PJ 17-1) em conparagcdo com
a mutante Hup™ (PJ 17) no acunulo de matéria seca na parte
aérea de soja, devido a deficiéncia de O, nos nodulos
decorrente do sistema de cultivo. Utilizando o nmesmo par
I sogénico, Hungria et al. (1989) observaram que a inocul agao
com a revertante Hup+ promoveu um mai or acunulo de nitrogénio
em plantas de soja, durante o periodo de florescinmento. Esses
resul tados controverses podem ser, em parte, atribuidos a
conpl exi dade do sistema sujeito a interferéncias de fatores
anbientais, tais conb: a tenperatura (Rainbird et al. 1983);
a pO, no anbiente do nodulo (Drevon et al. 1982; Drevon &
Sal zac 1984; Codfroy & Drevon 1991); os niveis de irradiéancia
(Bethlenfalvay & Phillips 1979; Nelson 1983); o conprinento
do fotoperiodo (Mirphy 1986). Van Soom e col aboradoes (1993)
sugeriram que a avaliacdo dos efeitos benéficos do fendtipo

+

Hup®™ sobre o crescimento da planta, deve ser realizada
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através de experinmentos de longa duracdo, em condic¢des Otinas
para o crescimento vegetal

A presenca da hidrogenase nos nodul os parece
alterar a assimlacdo do nitrogénio fixado em nddulos de
soja, devido ao aumento na fixacdo de N,, podendo tanbém
afetar a forma pelo qual o nitrogénio fixado € transportado
dos ndédulos para a parte aérea, via seiva xilemitica
(Mnam sawa et al. 1981). Em uma série de estudos sobre o
efeito da inoculacdo de soja com grupos de estirpes Hup+ e
Hup~ de B. japonicum foi observado que a taxa de transporte
de nitrogénio fixado de raizes de plantas nodul adas por
estirpes Hup+ foi maior do que aquelas nodul adas por estirpes
Hup~ (M nam sawa et al. 1983). Usando grupos de estirpes Hup+
e Hup”™ de Rhizobium phaseoli conmo inoculante para varias
cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris), Hungria & Neves
(1987) observaram uma correlagcdo positiva entre a porcentagem
de Nureidos na seiva xilemitica e a eficiéncia relativa da
nitrogenase. Hungria et al. (1989) observaram que além de
pronover ume mior fixacdo de N,, a inoculagdo de soja cv.
Santa Rosa, com a revertante Hup+ (PJ 17-1) de B. japonicum
aumentou a sintese e o transporte de N-ureido na seiva
Xil emética em conparacdo com a nutante Hup™ (PJ 17). Herridge
& People (1990) ndo observaram correlacdo entre a eficiéncia
relativa das estirpes de B. japonicum inoculadas em soja cv

Lincoln e a conposicdo da seiva xilematica das plantas. Neves
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et al. (1985) observaram diferencas entre as estirpes na
conposi ¢cdo da seiva xilemdtica em plantas quando cutivadas no
canpo, entretanto, essas diferengcas ndo ocorreram quando as
plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo. Esses autores
sugeriram que a lum nosidade pode interferir no efeito da
estirpe na conposi¢cdo da seiva xilenmética da soja.

Nesse trabal ho, foi estudado o efeito da presencga
da hidrogenase na fixacdo de N,, no netabolismo do nitrogénio
nos nodulos e na proporcdo de nitrogénio transportado cono
ureidos na seiva xilematica, e sua possivel relagcdo com o

sonbreanento durante o periodo de florescinento da soja.
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5.3 - MATERIAL E METCDCS

Foram conduzidos dois experimentos no
CNPAB/ EMBRAPA, Itaguai, RJ, nos periodos de abril a junho de
1989 e outubro a dezenbro de 1990. Uilizou-se soja (dycine
mex L.) cultivar Doko, inoculada com B. japonicum nutante
Hup~ (PJ-17) da estirpe USDA DES 122 e sua revertante
| sogéni ca Hup+ (P 17-1) (Lepo et al. 1981). As bactérias
foram crescidas em nmeio definido de Vincent (1970) a 29°C
por 7 dias, com agitacdo. As sementes foram esterilizadas
com HgCl , 0,2% (Vincent 1970). A inoculacdo foi feita aos 7
dias ap6s a energéncia (DAE), colocando-se 1m de inoculante
(cerca de 108 cél ul as) por plantula.

No experinmento 1, foram usados vasos plasticos com
capaci dade de 3,5 |, preenchidos com o horizonte superficial
do solo PVA série ltaguai, incorporado com o equivalente a
0,5% de palha triturada de Brachiaria.

Por ocasido da senmeadura foram colocadas 4
sementes pré-germ nadas/vaso cobrindo-se em seguida com uma
fina camada de solo. As plantas foram mantidas até os 10 DAE
em casa-de-vegetacdo quando, entdo foram transferidas para o
ar livre. Nessa ocasiao, foi feito o desbaste deixando-se 2
pl ant as/vaso. O sonbreanmento dos vasos foi obtido através da
cobertura das nesas com uma tela Sonbrite (70% de sonbreanen-
to). A intensidade |um nosa foi determ nada por um radidnetro

Li-cor nod. SB 190, costatando-se que a média do
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tratamento sonbreado correspondia a 32,7% da |um nosidade
total, a qual sera referida conb 30% da |um nosidade
fotossinteticamente ativa. Par a que se obtivesse
uni form dade da tenperatura radicular entre os tratanentos,
cada vaso foi enbutido em outro (com capacidade de 10 |I)
preenchendo-se o0s espagos vazios com areia mantida
per manent ement e um da durante todo 0 decorrer do
experinmento. Diarinmente, a tenperatura radicular foi nedida,
sendo constatado que esta ndo ultrapassou 31°C com diferencga
de aproxi madanmente 2°C entre os dois niveis de | um nosi dade.

No experimento Il, foram utilizados vasos de 10 |
preenchidos com solo, de forma simlar ao experinmento
anterior. Os vasos foram mantidos durante todo o periodo,
i mersos em tanque com agua corrente afim de se manter a
tenperatura uniforne entre os tratamentos, sendo costatado
que a tenperatura dos vasos (5 cm de prof.) ndo ultrapassou
30°C com diferenca de aproximdamente 2°C entre os dois
niveis de |um nosidade. O sonbreamento dos vasos foi feito
de nodo simlar ao experinento anterior.

O delineanento experinmental wutilizado em anmbos os
experinmentos foi o de parcelas subdivididas, onde as
parcelas representaram o0s niveis de lum nosidade e as
subparcel as as estirpes, com 3 repeticoes.

As coletas foram realizadas aos 47 dias apds a
emergéncia, no experimento | e aos 50 dias apés a
emer génci a, no experimento Il (ambos no periodo de

f1 orescinmento).
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Anal i ses

- Determnacdes da matéria seca e do teor de N na parte aérea

Separou-se a parte aérea da raiz na altura do noé
cotiledonar e anbos foram col ocados em estufa (60-70°C), até
atingir peso constante. Em seguida, foram pesados e noidos a
0,84 mm (20 mesh). As analises de N-total da parte aérea e
raizes foram determ nadas pelo método sem mcroKjeldhal
segundo Liao (1981) seguida de destilacdo e titulacdo segundo

Bremer & Edwards (1965).

- Atividade da nitrogenase

A evolucao de H, foi determnada em raizes
nodul adas destacadas incubadas em frascos de 250 m. Gs
frascos foram fechados herneticanente com rolhas do tipo
"suba seal" incubados por 10 mnutos a tenperatura ambiente.
Foram retiradas aliquotas (0,5 m) da fase gasosa que foram
anal i sadas em um analisador de H, de alta sensibilidade
construido conforne descrito por Layzell et al. (1984).

A atividade da nitrogenase foi determ nada pelo
mét odo de reducdo de acetileno (ARA) em raizes destacadas
(Mague & Burris 1972). Apos a determnacdo do H, evol uido,
injetou-se 30 m de CyH, aos frascos incubando-se por 10

mn. A leitura do etileno produzido foi feita em um
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cromat 6grafo de gases Perkin Elmer F 11, com detector por
i oni zacdo de chama, contendo coluna de Poropak N (80-100
mesh) e operada a 400C utilizando N, comp gas de arraste a
um fluxo de 40 m.min' 1

A eficiéncia relativa dos elétrons destinados a
nitrogenase foi calculada pelo parametro de Schubert & Evans

(1976).

ER = |- ([Hyl / [ CoHy]

- Coleta e analise do exsudato xilematico

Para coleta do exsudato xilematico, as plantas
foram cortadas na altura do no cotiledonar. A superficie do
corte foi lavada com agua destilada e seca com papel
absorvente e conectada a uma bonmba de vacuo. A seiva
xilemitica foi coletada em tubos do tipo 'vacuntainer' (5
m) durante 10 mnutos e inediatamente congelada, sendo
mantida a -20°C até o nonento das anali ses.

Os conpostos nitrogenados foram determ nados em
aliquotas de 10 m de seiva. A concentracdo de N-ureido na
seiva xilematica foi determnado pelo método colorinétrico
de Vogels & van der Drift (1970). A determ nacdo da
concentracdo de N-total na seiva foi feita pelo método
m crokj el dahl seguido de anélise colorinmétrica (Boddey et

al. 1987).
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- Determ nagcbes das atividades enzimaticas no citosol dos

nodul os

A preparacdo do citossol dos nédulos foi feito
segundo Farnden & Robertson (1980). O sobrenadante do
honmogenei zado de nodul os obtido ap6s centrifugacdo a 30.000
g por 30 minutos, foi passado em uma coluna de dessalinizacéo
com Sephadex G 25 equilibrada com tanpdo de ensaio da
respectiva enzi ma.

A atividade da glutamna sintetase (G S.) fo
determi nada em ensaio biossintético de Elliot (1955). A
atividade da glutamato desidrogenase (GDH) foi determ nada
pelo método de Duke & Ham (1976). A atividade da glutamato
sintase (GOGAT) foi determnada pelo nétodo de Boland &
Benny (1977). Todos os ensaios foram feitos conmp descrito
por Farnden & Robertson (1980). A atividade da uricase foi
determ nada segundo Schubert (1981). A determ nacdo do
consuma de IMP foi feita pelo nétodo de Atkins et al. (1980)
modi ficado (Marinho et al. 1989). Foi utilizado um
cromatografo liquido (HPLC) Varian 5000 com detector de W a
254 nm e integrador Varian 4270; uma coluna de fase reversa
C-18 e cono fase movel uma solucdo de acetato de ambnia 1nMV

(pH 4,8) comfluxo de 1 m/mn.
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5.4 - RESULTADOS

5.4.1. - Experinento |

- Fixacao de N, e crescinento das plantas

Com ambas as nutantes (Hup+ e Hup™), niveis
simlares de atividade da nitrogenase (ARA), foram observados
em plantas expostas a |umnosidade total. Nesse tratanento,
tanbém ndo foram observadas diferencas significativas entre
as duas nutantes quanto ao peso de nédulos ao acumulo de
matéria seca e de N na parte aérea (tabela 1).

Com o sonbreanento das plantas, a atividade total
da nitrogenase dos nodulos formados com a nutante Hup”
aunentou cerca de 48% em relacdo ao tratamento controle (néo
sonbreado), diferindo significativamente da atividade dos
nédul os formados com a revertante Hup+. Houve uma tendéncia
de aunento (enbora ndo significativa) na ARA especifica das
plantas subnetidas ao sonbreamento. As plantas sonbreadas e
i nocul adas com a revertante Hup+ apresentaram uma reducdo na
massa de nodulos e, paralelanente, um nenor acdnulo de
matéria seca e N na parte aérea. Nao houve efeito
significativo do sonbreamento na nodulacdo, no acumulo de
matéria seca e de N na parte aérea de plantas inoculadas com

a mutante Hup .
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Tabela 1 - Peso de nddulos (g/planta), atividade da
nitrogenase (mol/h.planta), acunulo de matéria seca

(g/planta) e nitrogénio (ng N planta) na parte aérea de
soja cv. Doko no periodo do florescinento, inoculada com
mut ant es Hup+ e Hup~ de B. japonicum (experinento 1).
Val ores (em cada coluna) seguidos de nmesm letra néo

di ferema P=0, 05.

Mut ant es@ ARA ARA Peso Peso da N parte
total especifica nodulos parte aérea aérea

Lum nosi dade t ot al
Hup™* 14,9 ab 38, 7"S 0,40 a 6,0 a 183,1 a
Hup~ 13,5 b 30,5 0,43 a 6,1 a 169,2 a

Sonbrearmento (30% da | um nosi dade total)

Hup* 10,80 b 39, 6 0,29 b 44 b 130,8 b
Hup~ 19,92 a 43,4 0,56 a 56 a 159,4 ab
CV% 29, 4 29,9 12,5 8, 6 9,0

a Mitante PJ 17 (Hup™) da estirpe USDA DES 122 de B.
japonicume sua revertante PJ 17-1 (Hup+).
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- Enzinas de assinilacdo do nitrogénio

A atividade especifica da GS no citosol dos nddul os
ndo diferiu significativamente entre as estirpes em plantas
que cresceram expostas a lumnosidade total (tabela 2). O
sombreanmento induziu aumentos na atividade da GS
I ndependentemente da estirpe inoculada, sendo o efeito da
reducdo da |lum nosidade na atividade da GS, cerca de 37%
mai or nos nodul os fornmados com a nutante Hup™ em conparacéo
coma revertante Hup?.

A atividade especifica da GOGAT ndo fo
significativamente afetada pela [|um nosidade nem pela
i nocul acdo com as nutantes Hup. No entanto, o0s niveis de
atividade da GOGAT observados no citossol dos nodul os foram
muito baixos e com elevado coeficiente de variacdo dos dados
(tabela 2).

A atividade especifica da GDH foi
significativanente maior em nodul os formados com a revertante

+

Hup™ em conparacdo com a nutante Hup~ em anbos os tratanentos

de |l um nosi dade (tabela 2).
- Sintese e transporte de ureidos
O efeito da estirpe de rizébio e do sonmbreanento na

sintese e transporte de ureidos na seiva xilematica das

pl antas pode ser observado na tabela 3. As plantas que
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Tabela 2 - Atividades especificas das enzims glutamna
sistetase (GS), glutamato sintase (GOGAT) e glutanato
desi drogenase (GDH) no ~citossol dos noédulos de soja
formados pelas nmutantes Hup+ e Hup™ no periodo do
florescimento (experinento 1). Valores (em cada coluna)
seguidos de nesma letra ndo diferem a p=0,05. n.s. néo

significativo.

Mut ant esa GS GOGAT GDH
------ (umol mn-1 peso freco de nod.)------

Lum nosi dade t ot al
Hup* 96 ¢ 0,11 "~ 0,99 a

Hup” 10,0 b 0,17 0,48 Db

Sombr eanment o (30% da | um nosi dade total)

Hup* 11,8 b 0,18 1,1 a
Hup” 15,9 a 0, 09 0,6 b
cv% 6,7 37,9 11,6

a Muitante PJ 17-1 (Hup™) da estirpe USDA DES 122 de B. japonicum
e sua revertante PJ 17 (Hup™)
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Tabela 3 - Consunb de IMP e atividade especifica de uricase

no citossol dos nodulos porcentagem de N-ureido
transportados na seiva xilematica de soja inoculada com
mut ant es Hup+ e Hup™ no periodo de florescinmento
(Experinento 1). Valores (em cada coluna) seguidos de mesma

letra ndo diferem a p=0, 05.

Mit ant esa Consuno de | MP Uricase % N-ureido na seiva
Xi | endtica
l-

--(mmol . mn = g nod. ")--

Lum nosi dade t ot al

Hup* 1,8 b 4,3 b 52,8 ab
Hup~ 1,8 b 2,6 ¢ 43,0 b
Sombreado (30% da | um nosi dade total)

Hup* 3,2 a 6,5 a 54,6 a
Hup” 2,1 ab 57 a 60,2 a
cv% 25,3 9,8 19,9

a Muitante PJ 17 (Hup™) da estirpe USDA DES 122 de B. japoni cum
e sua revertante PJ 17-1 (Hup+).



100

cresceram expostas a lumnosidade plena ndo diferiram
significativanente quanto ao consuno de IMP no citossol dos
nédul os, no entanto, a atividade especifica da uricase foi
significativanente maior nos nddulos formados com a
revertante Hup+ em conparagdo com a nutante Hup . Essa
diferenca na atividade da wuricase entre as duas nutantes
refletiu na propor¢cdo de Nureido transportado na seiva
xilematica. A porcentagem de ureidos na seiva foi cerca de
20% nmai or em plantas inoculadas com a revertante Hup+ quando
conparada a nutante Hup™ no tratamento ndo sonbreado.

No sombreanento, houve um aunmento significativo
tanto no consumb de |IMP quanto na atividade especifica da
uricase no citossol dos nodulos. Paralelanente, uma naior
porcentagem de N-ureido foi transportada na seiva xilematica
das plantas. O efeito de inducdo na sintese e aumento na
porcentagem de ureidos na seiva devido ao sonbreanmento foi

mai s acentudado em pl antas inocul adas coma nutante Hup™.

5.4.2. - Experinento II

Resul tados essencialnente simlares aos
apresent ados anteriormente foram obtidos no segundo
experimento, no qual, avaliou-se o efeito do sonbreamento na
ER da nitrogenase na proporcdo de nitrogénio transportado

comp ureidos na seiva do xilemn. No entanto, o0s resultados
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dos experinmentos nao sao diretanente conparaveis entre si,
devido as diferentes épocas em que foram cultivadas as
pl antas nos doi s experiment os.

Novanente, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as nutantes Hup+ e Hup™ na atividade da
nitrogenase e no aclUmulo de matéria seca na parte aérea de
plantas expostas a luminosidade total (tabela 4). Nesse
tratamento, o peso de nodulos das plantas inoculadas com a
nutante Hup™ foi significativamente maior em conparagdo com a
revertante Hup+. No sombreanento, ndo hove diferencas entre
as duas mutantes na ARA, no peso de ndédul os e da parte aérea.

Houve interacdo da |um nosidade com as nutantes de B.
japonicum na ER da nitrogenase (figura 1). Independentenente,
da lum nosidade os nddulos formados com a revertante Hup+
reciclaram praticamente todo o H, produzido pela nitrogenase.
Os nodul os formados com a nutante Hup™ apresentaram baixa
eficiéncia relativa (ER=0,35) quando as plantas cresceram
expostas a lum nosidade plena, entretanto, no sonbreanento
houve uma nenor evolucao de H, que refletiu emumaunento na
ER para 0, 75.

Da nesma forma, em plantas expostas a |um nosidade
total, uma maior proporgcdo de ureidos na seiva xilematica foi
observada em plantas inoculadas com a revertante Hup+ em
conparacdo com a nutante Hup . No sonbreanmento, o aumento na
ER observado nas plantas inoculadas com a nutante Hup™ foi
aconpanhado por um aunento significativo na proporcao de

nitrogénio transportado conmob ureidos na seiva do xilenmn, néo
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Tabela 4 - Peso de nddulos (g/planta), matéria seca
acunul ada na parte aérea (g/planta) e atividade da
nitrogenase total (mmol/h.planta); atividade da nitrogenase
especifica (mml/h.g néd.) em plantas de soja inoculada com
mut ant es Hup+ e Hup™ no periodo de florescinmento

(experinento I1). Valores (em cada coluna) seguidos de

mesma |letra ndo diferema p=0,05. n.s. ndo significativo.

Mut ant es ARA total ARA Peso Peso parte
especifica nddul os aérea

Lum nosi dade t ot al
Hup* 10,4 NS 72,3 n.s. 0,15 b 1,1 Ns

Hup 11,1 44,9 0,24 a 1,3
Sonbreado (30% da | um nosi dade total)

Hup* 8 3 82, 4 01l b 1,0
Hup™ 10,1 61,5 0,17 ab 1,1
cv % 33,9 38, | 21,3 35,9

a Mutante PJ 17 (Hup™) da estirpes USDA DES 122 de B. japonicum
e sua revertante PJ 17-1 (Hup™).
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Figura 1 - (A) Eficiéncia relativa da FBN, e (B) porcentagem de
N-ureido na seiva xilematica de soja cv. Doko cultivada sob
| um nosi dade total ou sonbreada (70% de sonbreanmento), inoculada com
nmut ant es Hup+ e Hup™ de B.japonicum Barras verticais com nmesnma
| etra em cada quadro, ndo diferema P=0, 05.
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diferindo das plantas inocul das coma revertante Hup* (figura 1).

Uma correlacdo positiva (r=0,884) entre a ER e a
porcentagem de N-ureido na seiva xilemitica das plantas

I nocul adas coma nmutante Hup~ foi observada (figura 2).
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Figura 2 - Correlacdo entre a eficiéncia relativa e a
porcentagem de N-ureido na seiva xilematica de soja cv.
Doko cultivada sob |um nosidade plena ou sonbreada,

i nocul ada coma nutante Hup™ de B. japoni cum
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5.5 - DI SCUSSAO

A reducdo da |um nosidade resulta numa dimnuicdo da
di sponi bilidade de fotossintatos que pode limtar a formacgéo
e 0 crescinmento dos nddulos. Em anbos o0s experinmentos, néo
foi observado efeito da |um nosidade na atividade especifica
da nitrogenase (umol CoHy. h'l.g nod.'l), sugerindo que a
atividade da enzima nado foi limtada pela nmenor
di sponi bilidade de fotossintatos no tratamento sonbreado
(tabelas 1,4). Drevon et al. (1991) observaram que em
condi ¢cbes sub-o6timas de intensidade luminosa, o0s baixos
niveis de fixacdo de nitrogénio foram devidos a nenor massa
nodular e nd8o a nenor atividade dos nddulos. Resultados
senmel hantes foram obtidos anteriornente por Farnham e
col aboradoes (1986). No experimento I, o efeito do
sonbreanento na nodul acdo da soja somente foi observado em
pl antas inoculadas com a revertante Hup+, sendo que, a menor
nodul acdo observada nesse tratanmento foi aconpanhado por um
menor acumulo de matéria seca e de N na parte aérea das
plantas (tabela 1).

Em pl antas exportadoras de ureidos, conp a soja, ha
um el evado requerinento de glutamna utilizada conmo substrato
para a sintese de ureidos (Caks & Hirel 1985). Nessas plantas
el evados niveis de atividade de GS no citossol dos nodul os
sdo observados (Robertson et al. 1975; Oaks & Hirel 1985). A

alta atividade da GS no citossol dos nédul os, associada a
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grande afinidade por andbnia apresentada por essa enzing,
resulta em uma rapida renocdo do NH4+ no citoplasna da planta
facilitando a difusédo de NH4+ do bacterdi de (Dbbereiner &
Burris 1977) e em um aunento na taxa de nitrogénio total
exportado para a parte aérea (Hungria et al. 1991). A reducéao
da lum nosidade induziu a um aumento significativo na
atividade especifica da GS no citossol dos nodulos tanto na
nutante Hup™ conmp na Hup+ (tabela 2). O efeito da redugdo da
| um nosidade na atividade da GS, entretanto, foi mais
acentuado nos ndédulos formados com a nmutante Hup™ refletindo

provavel nente, o aumento na atividade da nitrogenase ocorrido
nessa sinbiose. A assimlacdo inicial do nitrogénio fixado
si nbi oticamente em ami noacidos resulta da acdo conbinada da
GS e da GOGAT (McGath & Coruzzi 1991). Para a operacdo do
sistema GS/ GOGAT niveis simlares de atividade dessas enzinas
sdo esperados. No entanto, o0s niveis de atividade da GOGAT
foram inferiores aos niveis de GS e da GDH Robertson et al

(1975) sugeriram que a atividade da GOGAT, determ nada nos
ensai os, pode ser menor do que a atividade presente in vivo

devido a instabilidade da enzinma e a presenga de inibidores
no citossol dos ndédulos. A atividade da GOGAT no citossol dos
ndédul os apresentou um elevado coeficiente de variacéo
i ndi cando, provavel ment e, a ocorréncia de uma falha
met odol 6gi ca. A atividade da GDH no citossol dos no6dul os néo
f oi af et ada significativamente pel o tratamento de
| um nosi dade. A GDH apresentou niveis mais elevados de

atividade nos nédulos fornmados pela revertante Hup™. A
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relacdo entre a atividade da GDH no citossol dos nodulos e a
presenca da hidrogenase no bacteroide ndo foi estabelecida,
no entanto, VvAarios autores sugerem que essa enzima nao esta
envol vida com a assimlacdo primaria da ambnia proveniente da
FBN.

Os ureidos, alantoina e &cido alantdico, sdo a principa
forma pela qual o N fixado biologicamente € transportado dos
nédul os de soja (Matsunoto et al. 1977; Herridge et al. 1978;
Atkins 1991). A sintese de ureidos, envolve a sintese de |IM
através das enzinas da sintese de purina e sua posterior
degradacdo até alantoina e acido alantdoico (Fujihara &
Yamaguchi 1978; Schubert 1981; Atkins et al. 1982; Atkins
1991).

O efeito da |umnosidade reduzida e
consequentenente, da nenor disponibilidade de carbono para as
plantas, no netabolisno de nitrogénio das raizes tem sido
denmonstrado. Sob condi¢bes limtantes de carbono, plantas
supridas com andnia, assimlam o nitrogénio em conpostos
organicos de baixa relacdo C/N, conmp as am das (Fernandes,
1983; 1990) e em situacdes extremas, 0s ureidos representam um
mecani sno de desintoxicacdo por andnia (Reinbothe & Mthes
1962). Hungria et al. (1985) observaram que a reducdo de 25%
na |um nosidade total aumentou a proporcdo de N-ureido
transportado na seiva xilematica de plantas de feijdo
(Phaseolus wvulgaris) inoculadas com rizobio. No presente
estudo, a reducdo da Ilumnosidade induziu a sintese e

aunentou a porcentagem de ureidos transportados na seiva
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Xilemitica em anmbas as associacBes, no entanto, esse efeito
foi mais acentuado na nmutante Hup™. O transporte do N fixado
sob a forma de wureidos pode representar uma vantagem
energética para o sistema sinmbiotico, devido a relacdo C/'N
unitaria desses conpostos associada a sua nenor energia
requerida na sintese (Atkins et al. 1978; Thomas & Schrader
1981). Desse modo, o0 efeito do sonmbreanento na conposicdo da
seiva xilematica pode ser atribuido a um adaptacdo da
si mbi ose a nenor disponi bilidade de carbono.

A presenca da hidrogenase, em estirpes de rizdbio,
tem sido apontada como um fator <capaz de aunentar a
eficiéncia dos nodulos, uma vez que este sistenma pode oxidar
o Hy evoluido, wutilizando elétrons na producdo de ATPs
(Emerich et al. 1979; Evans et al. 1983). A ER é definida com
sendo a proporcdo de elétrons alocados para a redugdao do N,
em relacdo ao fluxo total de elétrons disponiveis para a
nitrogenase (Schubert & Evans 1976). Os organisnos que
possuem o sistema hidrogenase ativo (Hup®) apresentam os
val ores de ER superestimdos, em virtude da oxidacdo pela
hi drogenase do H, produzido durante a redugdo do N,. Os
nodul os  formados por estirpes Hup” responderam ao
sonbreamento e consequentemente, a nenor disponibilidade de
carbono com unma nudanca na alocacdo de el étrons disponiveis
para a nitrogenase do H* para a reducdo do N,, aunentando a
ER. Os resultados do segundo experinento, nostram que com O
sonbreamento das plantas ocorreu um marcado aumento na ER da

mutante Hup™ em relacdo ao controle. Nelson (1983) tanbém
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observou um aumento significativo na ER de isolados Hup~ de
R. legum nosarum quando inoculados em plantas crecidas em
bai xos niveis de irradiancia.

Em soja, a proporc¢do de nitrogénio transportado sob
a forma de ureidos na seiva xilemitica esta positivanente
correl acionada com os niveis de fixacdo de N, (MClure &
| srael 1979). Os resultados obtidos por Atkins et al. (1992)
i ndi cam haver uma estreita interdependéncia entre a atividade
da nitrogenase e a sintese de ureidos, possivelmente, mediada
pelo metabolism respiratério. Do mesno nodo, o netabolisnp
do hidrogénio (atividade da hidrogenase e/ou eficiéncia na
al ocacdo de el étrons destinados a nitrogenase) parece tanbém
estar relacionado com o metabolism do N-ureido nos nodul os.
No entanto, a relacdo bioquimca entre esses dois mnetabolisnmo
ndo foi ainda estabelecida. A inoculacdo de soja com dois
grupos de estirpes, um com elevada ER e outro com baixa ER
nostrou que as estirpes eficientes transportaram uma i or
proporcdo de N-ureido na seiva do xilema (Neves et al. 1985).
Hungria & Neves (1987) observaram uma correlacdo altanente
positiva (0,903) entre a ER e a porcentagem de N-ureidos na
seiva xilemitica de feijdo (Phaseolus vulgaris). Os
resul tados dos experimentos | e Il nostram que as plantas
inoculadas com a revertante Hup+, quando expostas a
| um nosi dade total, transportaram una mai or porcentagem de N
ureido na seiva em conparacdo com plantas inoculadas com a
mutante Hup™, confirmando os resultados obtidos por Hungria

et al. (1989). Entretanto, a diferenca entre a nutante Hup™ e
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a revertante Hup+ na porcentagem de N-ureido na seiva sonente
foi observada em plantas que cresceram sob |um nosidade
pl ena. Com a reducdo da |um nosi dade as plantas inocul adas
com a nutante Hup™ apresentaram um aumento significativo na
eficiéncia da fixacdo de N, ocorrendo, provavelmente, um
aunento na quantidade de anbnia disponivel para a GS. Este
grupo de plantas, respondeu a esses dois fatores com um
inducdo na sintese de ureidos e com um aumento na proporcao
desses conpostos transportados na seiva xilematica para a
parte aérea. O aunmento na propor¢cdo de nitrogénio
transportados cono ureidos ocorrido nessa sinbiose representa
um mecani sno de conservacdao de esqueletos de carbono que
seriam utilizados para manter elevados niveis de fixacdo de
nitrogénio. Nas plantas inoculadas com a revertante Hup® e
submetidas ao sonbreamento, ndo houve aumento significativo
no N-ureido transportado, talvez porque  0S niveis
apresentados por essas plantas no tratanento controle ja
fossem bastante elevados. Esses resultados podem em parte,
explicar as dificuldades na interpretacdo dos dados da
literatura referentes ao efeito das estirpes de rizobio na
conposi ¢do da seiva das plantas (Thonas et al. 1983; Neves et
al. 1985; MClure et al. 1980; Herridge & People 1990). No
sonbreamento, ocorreu um aumento na ER das estirpes Hup™ e,
consequentemente, uma maior proporcdo de N-ureido seja
transportada na seiva xilematica. A correlacdo positiva
obtida entre a ER e a porcentagem de ureidos na seiva das

pl antas inoculadas com a nutante Hup™ parecem confirmar essa
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hi pot ese. Qutros estudos deverdo ser feitos visando
determinar 0s niveis criticos de |umnosidade necessarios
para o cultivo das plantas em condi ¢cbes de casa-de-vegetacao
e fitotrons para a avaliacdo do efeito de estirpes Hup+ e

Hup™ na conposi ¢cdo da seiva xilengatica.
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5.6. - CONCLUSCES

- A revertante Hup+ apresentou elevada ER em anbos o0s
tratamentos: sombreado e | um nosi dade plena, enquanto, a
mutante Hup™ apresentou baixa ER nas plantas a plena luz e

aunentou a ER no sonbreanento.

- A atividade da GS no citosol dos nédulos refletiu as

variacoes na atividade da nitrogenase e a proporcdo de N

ureido na seiva xilematica.

- O sonbreanento das plantas aumentou a atividade da GS, a
sintese e o transporte de ureidos na seiva xilematica. Esse
efeito foi mais acentuado nas plantas inoculadas com a

mut ante Hup .

- O sonbreanento das plantas afetou mais negativanente a
nodul acdo das plantas inoculadas com a revertante Hup+ do que

as inocul adas coma mutante Hup™.

- A inoculacdo com a revertante Hup' induziu a sintese de
ureidos e aunentou sua proporcdo na seiva de soja no

tratanmento control e.
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- Um correlacdo positiva foi observada entre a ER e a
porcentagem de N-ureido., em plantas inoculadas com a nutante

Hup™ .
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6 - CONCLUSCES GERAI' S

Soja cv. Doko inoculada com a estirpe CB 1809 (Hup+) de B.
japonicum fixou mis N, do que quando inoculada com a

estirpe 29W (Hup™) de B. elkanii.

A inoculacdo da soja com a estirpe Hup+ aumentou a
producdo de grédos e o total de N acurmulado nos grédos quando

conparada a estirpe Hup™.

- A proporgcdo relativa de N-ureido no exsudato xilematico
da soja cv. Doko, durante o periodo reprodutivo, refletiu a
eficiéncia da fixacdao de N,, podendo ser utilizado como

paranetro para a avaliacdo FBN
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- A presenca do sistema hidrogenase ativo (Hup+) nos nodul os
parece estar associada manutencdo de elevados niveis de
fixacdo de N,, durante o periodo reprodutivo da soja cv.

Doko. A manutencdo da FBN nessa fase foi tanmbém dependente

da | um nosi dade.

- Os indices de colheita de biomassa e de N foram aunentados
pel o sonbreamento das plantas e pela inoculacdo da soja com

a estirpe CB 1809 de B. japonicum

- Os programas de selecdo de estirpes de rizbébio, visando o
aumento na producdo de grdos na soja, devem considerar a
eficiéncia da fixacdo de N, e o transporte do N-fixado

durante o periodo reprodutivo.
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8 - ANEXO

Andlise de N-total na seiva xilemtica

| - Digestdo: Aliquotas (10 m) de seiva xilematica foram
col ocadas em tubos de ensaio, adicinadas ao |iquido digestor
(200 mM) e colocadas em um bloco digestor (Gant nod.BT5-
16). As anostras foram subnetidas as sequintes tenperaturas:
100°C (30 min.), 150°C (60 mn.) e 300°C (90 min.).

A determnacdo do NH4+foi feita utilizando o
sistema de fluxo continuo descrito por Alves et al. (1993)
nodi fi cado nas concentracbes dos reagentes e vazdo dos tubos
de tygon para a analise da seiva xilematica das plantas de
soja, conforne a especificacdo no item2.

Ant es do inicio da leitura do
NH4+ foram adici onados aos tubos de ensaio 5 m de NaOH
0,005 N para a reducdo da acidez residual da solucéao
evitando a formacdo de precipitado. O volume final de 5 ni
foi suficiente para a leitura do NH4+ das anostras pelo
sistema de fluxo continuo-FIA pernitindo boa sensibilidade
de deteccéo.

As concentracdes do padrdo (alantoina 0,05 mV)

foram O0,403; 0,806; 1,61; 2,42; 3,22 ng N5 nl.
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2- Sistema de fluxo continuo - FIA para analise do N-total

da seiva xilematica

O sistema de fluxo continuo consta de um
espectrofotémetro digital (Mcronal nod. B342) equipado com
células de fluxo continuo, um bonmba peristéaltica com 6
canais (Mcronal nod. B322l11) acoplada a um conutador-
injetor de anbstras equi pado com bobinas de reacdo inmersa em

banho de agua a 70°C.

A vazdo dos tubos de tygon da bonmba peristéltica foram as

segui nt es:

Salicilato - 2,18 mM/mn.;
Hi poclorito - 1,06 mM/mn.;
Hi dr 0xido de sédio - 1,76 m/mn.;
Agua (carreador) - 3,23 m/nin.;
Anostra - 3,23 m/mn.
O comprimento de onda do espectrofotdontro utilizado foi de

647 nm

Reagent es:

Liquido digestor: 203 g de Na,ySO4.10 H,O
di ssolvidos em 300 m de agua deionizada + 230 m H,SO,
conc. + 5,4 g HgCl , dissolvidos em 200 m de agua deionizada

conpl etados para umvolume final de 1 litro.
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Salicilato: 20 g salicilato de sédio + 80 ng de

nitroprussiato de sodio em 100 m de

agua dei oni zada.

Hi poclorito de sddio: 10% de hipoclorito de

sodi o.

Hi dr6xi do de sdédio: 5 g de hidréxido de so6dio em

100 ml de &gua dei oni zada.
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