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Haverá na face de todos um profundo assombro
E na face de alguns risos sutis cheios de reserva
Muitos se reunirão em lugares desertos
E falarão em voz baixa em novos possíveis milagres
como se o milagre tivesse realmente se realizado
Muitos sentirão alegria
Porque deles é o primeiro milagre.
E darão o óbolo do fariseu com ares humildes
Muitos não compreenderão.
Porque suas inteligências vão somente até os processos.
E já existem nos processos tantas dificuldades...
Alguns verão e julgarão com a alma
Outros Verão e julgarão com a alma que eles não têm
Ouvirão apenas dizer...

Será belo e será ridículo

Haverá quem mude como os ventos

E haverá quem permaneça na pureza dos rochedos
No meio de todos eu ouvirei calado e atento, comovido e
risonho
Escutando verdades e mentiras

Mas não dizendo nada

Só a alegria de alguns compreenderem bastará
Porque tudo aconteceu para que eles compreendessem
Que as águas mais turvas contém às vezes as pérolas mais

belas

(Acontecimento, Vinícius de Moraes)



Esta tese de mestrado é fruto de um ambiente de

trabalho extremamente fértil e produtivo, onde o
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Desenvolvida numa instituição de pesquisa que, a despeito de

todas as adversidades, foi construída com idealismo e

dedicação, e numa universidade que vive o momento histórico

da redescoberta de seu enorme potencial.

Mais do que pelos conhecimentos adquiridos, sinto-

me enriquecida pela convivência com tantos amigos. Pessoas

que nunca me deixaram faltar o apoio e o carinho
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1 - RESUMO GERAL

A produção de hidrogênio durante a redução

enzimática do N2 para a amônia é um dos fatores que mais

influenciam a eficiência da fixação biológica do nitrogênio.

Em soja, a eficiência relativa da fixação de nitrogênio tem

sido relacionada a abundância relativa de ureídos no exsudato

xilemático e a partição do nitrogênio para as sementes. Tendo

em vista a importância econômica e ecológica da utilização da

FBN em soja, tem-se buscado estirpes que proporcionem um

aumento na produção de grãos da cultura. Além disso, esforços

tem sido feitos visando conhecer os mecanismos e fatores que

afetam o sistema simbiótico. A influência da hidrogenase na

fixação de N2, no transporte e na partição do nitrogênio foi

avaliada em plantas noduladas de soja. No primeiro

experimento, avaliou-se o efeito da inoculação da soja com as

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



(Hup-) de B. elkanii na FBN e na partição do nitrogênio na

parte aérea. A FBN foi estimada pelo método de diluição

isotópica de 15N. Cerca de 95% do nitrogênio total da parte 

aérea foi proveniente da fixação de N2. A estirpe Hup
+ fixou 

mais N-total do que a estirpe Hup-. A atividade dos nódulos

formados pela estirpe Hup- foi drasticamente reduzida durante

o período de formação de vagens, enquanto, a estirpe Hup+

manteve elevados níveis de fixação de N2 durante todo o

período reprodutivo da soja. A maior atividade dos nódulos

formados pela estirpe Hup+ refletiu em um aumento na

proporção de N-ureídos no exsudato xilemático das plantas

durante o período reprodutivo. As plantas inoculadas com a

estirpe CB 1809 apresentaram um maior índice de colheita de

biomassa e nitrogênio e uma maior produção de grãos em

comparação com a estirpe 29W. Na fase sequinte, plantas de

soja inoculadas com as estirpes CB 1809 (Hup+) ou 29W (Hup-)

foram cultivadas sob luminosidade total ou sombreadas (70% de

sombreamento), e amostradas do período de florescimento até a

fase de produção de sementes. A inoculação com a estirpe Hup+

aumentou o total de N acumulado pelas plantas e a produção de

sementes da soja cultivada sob luminosidade plena em

comparação a estirpe Hup-. Após o florescimento, uma maior

proporção de N-ureídos foi transportada na seiva xilemática

das plantas inoculadas com a estirpe Hup+. O sombreamento das

plantas, aumentou a proporção relativa de ureídos no exsudato



xi

xilemático e os índices de colheita de biomassa e N da soja.

O efeito do sombreamento no transporte de N-ureído na seiva

foi mais acentuado nas plantas inoculadas com a estirpe Hup-

(29W) e refletiu em um aumento na produção de grãos dessas

plantas em comparação ao tratamento não sombreado. Na última

etapa do trabalho, foram conduzidos dois experimentos

utilizando mutantes isogênicas Hup+ e Hup- de B. japonicum

inoculadas em soja. As plantas foram cultivadas sob

luminosidade total ou sombreadas (70% de sombreamento). A

presença da hidrogenase induziu a sintese de ureídos nos

nódulos e aumentou sua proporção no exsudato xilemático das

plantas. Os nódulos formados com a mutante Hup- apresentaram

uma baixa eficiência relativa da fixação de N2 quando

cultivada sob luminosidade total, no sombreamento, ocorreu um

aumento na ER da nitrogenase. Nessas plantas, observou-se uma

correlação positiva entre a ER e a proporção relativa de N-

ureídos na seiva xilemática. Os resultados obtidos sugerem a

utilização da porcentagem de N-ureído no exsudato xilemático,

durante o período reprodutivo das plantas, como parâmetro

para a avaliação da eficiência do sistema simbiótico e da

atividade dos nódulos de soja.



xii

1.1 - GENERAL ABSTRACT

The hydrogen production by nitrogenase has been

identified as oneotthe factors that limits the efficiency on

N2 fixation. Soybean plants show positive correlation of the

relative efficiencies (RE) with the percentage of ureide-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 comprehensive understanding of the plant physiology

and identification of the major factors limiting the rates

and the duration of the process related to BNF. In this

work, the effect of hydrogenase on N2 fixation, N transport

and distribution in soybean plants was studied. In the first
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experiment, soybean plants were inoculated with

Bradyrhizobium japonicum strain: CB 1809 (BR 33) or with

Bradyrhizobium elkanii strain: 29W (BR 29). We compared the

effect of the Hup+ and Hup- phenotype on N2 fixation and N

distribution in soybean shoots. The contribution of BNF was

estimed using 15N isotope dilution technique. About 95% of

the plant N was derived from BNF. The Hup+ strain fixed more

N2 than the Hup- strain. The nitrogenase activity (ARA) of

the plants inoculated with the Hup- strain was reduced after

flowering in comparison to the Hup+ strain that maintained

high rates of ARA during the seed filling stage. The higher

activity nodules formed by the Hup+ strain was reflected in

the greater proportion of ureide-N in xylem sap. Plants

inoculated with Hup+ strain showed higher grain yield and N

harvest indices than plants inoculated with the Hup- strain.

In the second experiment, soybean plants were inoculated

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 with

the Hup+ strain were higher than plants inoculated with Hup-

strain. For both strains, the shading increased the

proportion of ureide-N transported to the shoot and the

soybean harvest indices. The effect of shading on the

soybean physiology was, however, more remarkable in plants

inoculated with the Hup- strain that the ones inoculated



with Hup+ strain. In the third experiment, soybean plants

were inoculated with either Bradyrhizobium japonicum mutant

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+

induced the ureide synthesis and increased its proportion in

the soybean xylem sap when compared to the Hup- mutant. A

significant increase in the RE of nodules formed 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 composition (percentage ureide-N) observed under full

daylight between the plant inoculated with 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- mutant. The results

indicate that under conditions 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 ureide-N in the sap during

the reproductive stage, could be used as a reliable

parameter in soybean breeding programs indicating the

efficiency of the symbiotic system and nodule activity.



2 - INTRODUÇÃO GERAL

A soja é a cultura anual de maior expressão

econômica no Brasil. No ano agrícola de 1990/1991 foi

cultivada em 11,5 milhões de hectares e alcançou a produção

de 19,9 milhões de toneladas, com produtividade média de 1732

kg/ha (IBGE 1991). O Brasil é, atualmente, o 2º maior

produtor e o 2º maior exportador mundial de soja. Essa

perfomance tornou-se viável, em grande parte, devido aos

programas de melhoramento vegetal tendo a simbiose como fonte

de nitrogênio e de um trabalho de seleção de rizóbios

adaptados as condições dos solos brasileiros. A fixação

biológica de nitrogênio garante aos agricultores brasileiros

uma elevada competitividade no mercado mundial. Por ser

cultivada sem o uso de adubos nitrogenados, a cultura da soja

economiza cerca de US$ 1,8 bilhões, reduzindo os custos de

produção (Döbereiner & Urquiaga 1992).



As estirpes de rizóbio, amplamente utilizadas como

inoculante para a soja no país, semia 587 e semia 5019 (29W),

produzem uma grande massa nodular e apresentam uma elevada

capacidade de fixação de N2. No entanto, se mostram

ineficientes em termos de transferência do nitrogênio para os

grãos (Duque et al. 1982; Neves et al. 1985).

Os estudos desenvolvidos no CNPAB/EMBRAPA visando a

seleção de estirpes de rizóbio para a inoculação da soja,

demostraram que a inoculação da soja com a estirpe CB 1809

poderia aumentar a produção de grãos e o índice de colheita

da cultura em comparação a estirpe 29W. O melhor desempenho

da estirpe CB 1809 foi atribuído a maior atividade específica

da nitrogenase e a uma elevada eficiência relativa da fixação

de nitrogênio (Neves et al. 1985). A importância econômica e

ecológica da utilização de associações simbióticas que

proporcionem um aumento na produção de grãos nessa cultura,

tem direcionado os estudos para a compreensão dos mecanismos

e fatores que afetam esse sistema simbiótico.

Durante a redução enzimática do N 2 à amônia, parte

dos elétrons disponíveis são direcionados para a redução de

protons para o H2, sem benefício aparente para a simbiose. A

evolução de hidrogênio nos nódulos radiculares da soja, é um

dos fatores que mais influenciam a eficiência da fixação

biológica do nitrogênio (Schubert & Evans 1976). A presença

do sistema hidrogenase ativo (Hup+), pode oxidar o H2



produzido pela nitrogenase, recuperando parte da energia

consumida durante o processo de fixação de N 2. O aumento na

eficiência relativa da fixação de nitrogênio, devido a

presença da hidrogenase tem sido associado a um maior acúmulo

de nitrogênio nas sementes e uma maior produção de grãos nas

plantas (Neves et al. 1985).

A presença da hidrogenase nos nódulos parece alterar a

assimilação do nitrogênio fixado em nódulos de soja devido ao

aumento na fixação de N2 além de afetar a forma pela qual o

nitrogênio fixado é transportado dos nódulos para a parte

aérea via seiva xilemática (Minamisawa et al. 1981). Em uma

série de estudos sobre o efeito da inoculação de soja com

grupos de estirpes Hup+ e Hup- de B. japonicum foi observada

que a taxa de transporte de nitrogênio fixado de raízes de

plantas noduladas por estirpes Hup+ foi maior do que aquelas

noduladas por estirpes Hup- (Minamisawa et al. 1983). Usando

grupos de estirpes Hup+ e Hup- de Rhizobium phaseoli como

inoculante para várias cultivares de feijão (Phaseolus

vulgaris), Hungria & Neves (1987) observaram uma correlação

positiva entre a porcentagem de N-ureído na seiva xilemática

e a eficiência relativa da nitrogenase. Hungria et al. (1989)

observaram que além de promover uma maior fixação de N 2, a

inoculação de soja com a revertante Hup+ (PJ17-1) de B.

japonicum aumentou a síntese e o transporte de N-ureído. na

seiva xilemática em comparação a mutante Hup- (PJ17). Uma



correlação positiva entre a proporção relativa de N-ureído no

exsudato xilemático e o índice de colheita de nitrogênio foi

observada na cultura da soja (Neves et al. 1985). O

transporte do nitrogênio fixado biologicamente sob a forma de

ureídos na seiva xilemática parece alterar a partição do N na

parte aérea, favorecendo a produção de sementes.

No entanto, a forma pela qual esse fatores estão

relacionados não está bem compreendida, e resultados

controversos, observados por alguns autores, podem estar

relacionados a fatores ambientais, os quais podem afetar a

partição de elétrons dentro da nitrogenase e a atividade da

higrogenase nos nódulos (Bethlenfalvay & Phillips 1979;

Nelson 1983; Rumjanek et al. 1991), assim como, a forma de

transporte do N-fixado dos nódulos para a parte aérea (Neves

et al. 1985; Hungria & Neves 1987; Rumjanek et al. 1991).

Nesse contexto, este trabalho visou estudar FBN, a

distribuição do nitrogênio fixado e sua remobilização dos

órgão vegetativos para os reprodutivos na soja inoculada com

as estirpes: CB 1809  (Hup+) de B. japonicum e 29W (Hup-) de B.

elkanii, durante o ciclo da cultura. Avaliar o efeito do

sombreamento e da inoculação da soja com as estirpes CB 1809

e 29W no crescimento da planta, na FBN, no transporte de

nitrogênio para a parte aérea e na produção de grãos das

plantas. E, avaliar o papel do sistema hidrogenase na fixação

do N2, no metabolismo do nitrogênio nos nódulos e na



composição da seiva xilemática, e sua possível relação com o

sombreamento parcial das plantas durante o período de flores-

cimento.



3 - CAPÍTULO I

AVALIAÇÃO DA FIXAÇÃO DE N2 E DA PARTIÇÃO DO NITROGÊNIO EM

SOJA (Glycine max L.) INOCULADA COM ESTIRPES EFICIENTES DE

Bradyrhizobium.
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3.1 - RESUMO

Os estudos recentes da inoculação de soja com estirpes

eficientes de rizóbio visando o aumento na produção de grãos,

tem evidenciado a necessidade de se considerar as diferenças

entre as simbioses quanto à eficiência relativa da fixação de

N2 e a partição do N, visto que, ambos os fatores podem

afetar a produção de grãos e o índice 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 quantificação da

FBN foi feita pelo método de diluição isotópica de 15N. Cerca

de 95% do N-total acumulado pela plantas, foi proveniente da

FBN. Ao final do ciclo, constatou-se que as plantas

inoculadas com a estirpe CB 1809 fixaram mais N e

apresentaram um maior teor de N nos grãos do que as plantas

inoculadas com a estirpe 29W. A partição do N na parte aérea

não foi afetada pelo tratamento de inoculação, no entanto, a
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associação com a CB 1809 apresentou uma melhor remobilização

do nitrogênio das folhas para as vagens, resultando em um

maior índice de colheita de biomassa e N em comparação a 29W.

A maior parte do N, acumulado pelas plantas, foi fixado após

o período de florescimento, em ambas as estirpes. Um marcado

aumento na massa nodular das plantas inoculadas com a estirpe

29W foi observado após o período de florescimento, sendo que,

na fase de enchimento de grãos, as plantas deste tratamento

apresentaram uma massa nodular até 3 vezes superior a das

plantas inoculadas com a CB 1809. No entanto, embora as

plantas inoculadas com a estirpe 29W tenham apresentado

elevados níveis de atividade da nitrogenase (ARA) durante o

período vegetativo, houve uma redução significativa da

atividade dos nódulos durante a fase de formação de vagens.

Essa redução na ARA foi acompanhada de uma diminuição

significativa na ER dos nódulos formados por essa estirpe. As

plantas inoculadas com a estirpe CB 1809 não variaram

significativamente a massa nodular durante o ciclo da planta.

Enquanto, mantiveram níveis elevados de ARA até o período de

formação de vagens. Paralelamente, os nódulos formados com a

estirpe CB 1809 foram capazes de reciclar praticamente todo o

H2 produzido pela nitrogenase ao longo do ciclo da planta. Os

níveis elevados de atividade da nitrogenase e de ER

observados nas plantas inoculadas com a estirpe CB 1809

durante o período reprodutivo, refletiram numa maior

proporção de N-ureído transportado via seiva xilemática e

numa maior quantidade de N-total fixado por essa estirpe. A
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manutenção de elevada FBN durante o período reprodutivo,

resultou em uma elevada produção de grãos na soja. Essa

característica é dependente da estirpe de rizóbio e parece

estar associada a presença do sistema hidrogenase ativo

(Hup+) em Bradyrhizobium.
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3.2 - INTRODUÇÃO

A obtenção da produção máxima de grãos em

leguminosas que se beneficiam da fixação biológica de

nitrogênio, depende do fornecimento adequado de nitrogênio

para a parte aérea durante os períodos vegetativo e

reprodutivo, assim como, da eficiência na remobilização do

nitrogênio fixado para as vagens (Neves & Hungria 1987).

Nessas espécies, a manutenção da fixação de N 2 e do

transporte do nitrogênio fixado durante o desenvolvimento das

vagens, pode aumentar a produção de sementes e o total de

nitrogênio nos grãos (Imsande 1989; Vilkman & Vessey 1992). O

desenvolvimento dos frutos, envolve a assimilação de

compostos nitrogenados, supridos via xilema, assim como, a

assimilação pelo floema de compostos liberados no 'turn-
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over' de proteínas e/ou na mobilização de reservas de nitrogênio

nas folhas (Butteny et al. 1992).

Nas plantas de soja, os ureídos, alantoína e ácido

alantóico, são os principais produtos da fixação biológica de

nitrogênio. Esses compostos são responsáveis pelo transporte

da maior parte do nitrogênio fixado para a parte aérea das

plantas (Atkins 1991). Resultados recentes indicam que a

síntese de ureídos nos nódulos radiculares, apresenta uma

interdependência metabólica com a atividade da nitrogenase,

possivelmente mediada pelo metabolismo respiratório (Atkins

et al. 1992). Desse modo, a abundância relativa de N-ureído

no esxudato xilemático pode ser um indicador da dependência

simbiótica das plantas, e servir como método quantitativo nos

estudos de fisiologia da FBN e em programas de seleção de

estirpes mais efetivas para a fixação de N 2 (Herridge et al.

1984; Van Berkum et al. 1985; Herridge & Peoples 1990).

Os ureídos representam a maior fonte de nitrogênio

para a parte aérea da soja durante o período vegetativo

(Shelp & Silva 1990). Esse compostos acumulam nos órgãos da

parte aérea durante o crescimento das plantas (Fujihara et

al. 1977; Matsumoto et al. 1977; Herridge et al. 1978). Na

fase vegetativa, os ureídos representam de 60 a 75% do N-

solúvel nas hastes. Streeter (1979) observou que, após o

início do desenvolvimento das sementes, o conteudo de N-

ureído na haste diminui rapidamente, provavelmente, devido à
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remobilização dos ureídos para as vagens ou a degradação e

reassimilação do nitrogênio antes do transporte para os

frutos. O acúmulo de ureídos nas vagens excede as hastes e

folhas, representando de 50 a 70% do N-solúvel (Ohyama et al.

1981; Gomes & Sodek 1984). Esse compostos são, em geral,

metabolizados nas vagens ou transportados para as sementes,

onde são assimilados em aminoácidos e proteínas (Atkins et al.

1982; Gomes & Sodek 1984).

Embora os ureídos sejam os principais solutos

nitrogenados, amidas e aminoácidos também estão normalmente

presentes na corrente transpiracional da soja dependente da

fixação de N2. As quantidades absolutas e as proporções

relativas desses compostos podem variar com o estágio de

desenvolvimento da planta hospedeira e com fatores ambientais

(Schubert 1986). Neves et al. (1985) forneceram evidências do

efeito da estirpe de rizóbio na composição da seiva

xilemática da soja, e sugeriram que esse efeito estaria

associado ao sistema HUP. De forma similar, Hungria & Neves

(1987) observaram um correlação positiva entre a proporção de

N-ureído na seiva do xilema e a eficiência relativa da

fixação de N2 em feijoeiro (Phaseolus vulgaris) inoculado com

grupos de estirpe Hup+ e Hup- de Rhizobium phaseoli. A relação

entre a presença da hidrogenase e a proporção de N-ureído na

seiva do xilema foi novamente observada por Hungria et al.

(1989). A inoculação da soja com a mutante Hup+ aumentou,
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durante o período de enchimento de grãos, a fixação de N 2 e

induziu um aumento proporcional na síntese de ureídos em

comparação com a mutante Hup- de B. japonicum. Esses

resultados sugerem que as variações na razão de N-ureído/N-

total no exsudato xilemático da soja e do feijão, podem

refletir tanto as variações na proporção do N proveniente da

fixação do N2, como na eficiência relativa da nitrogenase.

A maior proporção de nitrogênio transportada como

ureídos na seiva de plantas inoculadas com estirpes Hup+, tem

sido associada a uma partição mais favorável do nitrogênio na

parte aérea e a uma maior produção de grãos (Neves et al

1985; Neves & Hungria 1987; Hungria et al 1989). O efeito do

fenótipo Hup+ sobre a partição do nitrogênio na parte aérea

parece estar relacionado a um transporte mais eficiente do

nitrogênio para as vagens.

Os compostos nitrogenados provenientes do sistema

radicular, não são distribuídos uniformemente entre os órgãos

da parte aérea (Neves & Hungria 1987). Em soja, o nitrogênio

marcado fornecido as plantas como asparagina, foi fortemente

retido na haste e nos pecíolos, ocorrendo pouca

retranslocação dessa amida para as vagens (Yoneyama 1984a).

No entanto, quando o nitrogênio marcado foi fornecido como

alantoína, esse composto foi transferido e metabolizado nas

folhas jovens e nas vagens (Yoneyama 1984b). Recentemente,

Mosquim & Sodek (1992) observaram que os ureídos foram
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metabolizados com mais intensidade do que as amidas na casca

da vagem da soja. Esses autores sugeriram que os ureídos são

mobilizados preferencialmente para a nutrição das vagens

nessa leguminosa. O nitrogênio fornecido às plantas sob a

forma de nitrato ou amônia, favorece o crescimento

vegetativo, no entanto, a transferência do nitrogênio para os

grãos é ineficiente e, consequentemente, um menor índice de

colheita de nitrogênio é observado na cultura quando

comparado as plantas dependentes da FBN (Imsande 1988; Hume

et al. 1989; Rossum et al. 1993).

Desse modo, os fatores que afetam a composição da

seiva xilemática das plantas, podem também afetar a

disponibilidade relativa das várias formas de nitrogênio para

os diferentes tecidos e, consequentemente, a produção de

grãos da cultura. Esse experimento teve como objetivo,

quantificar a FBN em vários estágios de desenvolvimento da

soja inoculada com as estirpes CB 1809 (Hup+) e 29W (Hup-) de

Bradyrhizobium, assim como, avaliar a relação entre o

transporte de N-ureído na seiva xilemática e a partição do

nitrogênio e produção de grãos da cultura.
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3.3 - MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado na EMBRAPA-CNPAB,

Itaguaí, RJ, no período de outubro de 1991 à fevereiro de 1992.

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

inoculada 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) à 29ºC por 7 dias, com

agitação. As sementes foram esterilizadas com HgCl 2 0,2%

(Vincent 1970) e, posteriormente, inoculadas colocando-se

1ml de inoculante (cerca de 108 células) por plântula (7

DAE).

Foram utilizados vasos plásticos com capacidade de

10 l, preenchidos com 13 kg do horizonte superficial do solo

PVA Série Itaguaí com as seguintes propriedades: pH (1:1,

H2O), 4,8; P disponível, 1,6 ppm; cátions trocáveis: K, 108

ppm; Ca, 1,8 meq/l00 ml; Mg, 1,2 meq/l00 ml; Al, 0,2 meq/l00

ml. O solo foi previamente corrigido com equivalente a 800

kg/ha de calcáreo calcítico. Trinta dias antes do plantio

foram adicionados ao solo 5 ppm de 15N sob a forma de

(15NH4)2SO4 composto de 21,4% de átomos de 
15N em excesso com

0,5% de palha de Brachiaria moída (20 mesh). Durante esse

período, o solo foi mantido próximo a capacidade de campo,
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sendo posteriormente, adicionados aos vasos o equivalente a

80 kg de P2O5/ha.

A aplicação da técnica de diluição isotópica

requer o uso de uma planta controle não-fixadora de N2, sendo

utilizado para essa finalidade Sorghum bicolor cv. BR 005R.

Por ocasião do plantio, foram colocadas 4 sementes

de soja pré-germinadas/vaso cobrindo-se em seguida com uma

fina camada de solo. Simultaneamente, nos vasos reservados

ao controle (não-fixador de N 2) foram colocadas 4 sementes

de Sorghum bicolor. Aos 7 DAE foi feito o desbaste deixando-

se 2 plantas/vaso para ambas as espécies.

O delineamento experimental utilizado foi o de

blocos inteiramente casualizados: 3 tratamentos (inoculação

com a estirpe CB 1809 ou com a estirpe 29W e testemunha não-

fixadora N2) x 5 coletas x 5 repetições. As coletas foram

realizadas aos 57 DAE (período vegetativo); aos 79 DAE,

(florescimento pleno); aos 107 DAE (período de formação de

vagens); aos 128 DAE (metade do enchimento de grãos) e aos

157 DAE (final do ciclo e produção de grãos).
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Análises

- Determinação da matéria seca acumulada

As plantas de soja foram separadas em haste,

pecíolo, folhas, vagens, grãos e casca da vagem, e colocadas

para secar em estufa (60-7OºC) até atingir peso constante.

Em seguida foram pesadas e moidas à 0,84 mm (20 mesh).

- Determinações do teor de nitrogênio total e 15N na parte

aérea

As análises de N-total foram feitas em amostras de

200 mg de material de planta pelo método de Bremner e

Mulvaney (1982). Após a análise, as amostras foram

transferidas para pequenos frascos (10 ml) de vidro e

evaporados a 65ºC até secar. As amostras foram, então,

preparadas conforme Pruden et al. (1985) e os frascos foram

conectados a um espectômetro de massa VG 900 (VG Isogas,

Middlewich, Cheshire, England). A correção decorrente de

possível contaminação com o ar foi feita por cálculos sobre

as leituras dos picos 32 (O2) e 40 (ar). A estimativa da

proporção do nitrogênio da planta proveniente da FBN (% FN)

foi calculada pela seguinte equação:



% FN= (l- % átomos de 15N em excesso na soja)  __________________________________

18

% átomos de l5N em excesso no sorgo

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

equação:

Nfixado = % FN x N-total  
______________

100

- Determinação da eficiência relativa (ER) dos nódulos

A evolução de Hz foi determinada em raízes

noduladas destacadas. As raízes noduladas foram colocadas em

frascos (250 ml), mantidos fechados hermeticamente, com

rolhas do tipo 'suba seal' por 10 minutos à temperatura

ambiente. Foram retiradas aliquotas (0,5 ml) da fase gasosa

que foram analisadas em um analizador de H2 de alta

sensibilidade construído conforme Layzell et al. (1984).

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo

método de redução do acetileno em raízes destacadas (Mague &

Burris 1972). Após a determinação do H2 evoluido, injetou-se

30 ml de C2H2, nos frascos contendo as raízes, incubando-se

por 10 minutos à temperatura ambiente. Foram retiradas

alíquotas, sendo a concentração do etileno produzido

determinada em um cromatógrafo Perkin Elmer F 11, com
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detector por ionização de chama, contendo Poropak N (80-100

mesh) e operada a 40°C utilizando N 2 como gás de arraste a

um fluxo de 40 ml.min
-1
.

A eficiência relativa dos elétrons destinados à

nitrogenase foi calculada pelo parâmetro de Schubert & Evans

(1976).

ER = l- ([H2]/[C2H4])

- Coleta e análise do exsudato xilemático

As plantas foram cortadas na altura do nó

cotiledonar para coleta do exsudato xilemático. A superfície

do corte foi lavada com água destilada e seca com papel

absovente, sendo conectada a uma bomba de vácuo. A seiva

xilemática foi coletada em tubos do tipo 'vacuntainers'(5

ml) durante 10 minutos e imediatamente congelada, sendo mantida

à -2OºC até o momento das análises.

Os compostos nitrogenados foram determinados em

alíquotas de 10 µl de seiva. A concentração de N-ureído na

seiva xilemática foi determinada pelo método colorimétrico

de Vogels & van der Drift (1970) baseado na hidrólise da

alantoína e do ácido alantóico à glioxalato. A concentração

de N-total foi determinada pelo método de fluxo contínuo FIA

(Alves et al. 1993) adaptado para análise de seiva (anexo).
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3.4 - RESULTADOS

- Acumulação de matéria seca e nitrogênio nas plantas

O efeito da estirpe de rizóbio na acumulação de

biomassa na parte aérea da soja pode ser observado na fig.

la. Durante os períodos decrescimento vegetativo e

florescimento, não houve diferença significativa entre as

estirpes no acúmulo de matéria seca na parte aérea. No

entanto, a partir do período de formação de vagens, as

plantas inoculadas com a estirpe CB 1809 apresentaram um

peso de matéria seca significativamente maior do que as

plantas inoculadas com a estirpe 29W.

Do mesmo modo, a inoculação com a estirpe CB 1809

promoveu um maior acúmulo de matéria seca nas raízes durante

o período de formação de vagens (107 DAE) quando comparada

com a estirpe 29W (fig. lb).

De modo geral, as folhas, os pecíolos e as hastes

apresentaram elevados teores de nitrogênio durante o período

vegetativo, ocorrendo nas fases seguintes um declínio

gradativo nas concentrações de N nesses órgão com um

incremento na concentração de N nas vagens (tab. 1). Não

houve diferença entre os tratamentos na porcentagem de N nas

folhas de soja, no entanto, observou-se diferenças na
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Figura 1- Matéria seca acumulada na parte
aérea (a) e nas raízes (b) de soja cv. Doko
inoculada com  as estirpes CB 1809 de  B.
japonicum (%$) ou 29W (m) de B. elkanii.
Média de 5 repetições. As barras verticais
indicam DMS.
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TABELA 1 - Porcentagem de N na parte aérea de soja cv. Doko
inoculada com as estirpes CB 1809 de B. japonicum ou 29W B.
elkanii. Os resultados são médias de 5 repetições. Valores
na mesma coluna seguidas de letras diferentes são significati-
vamente diferentes à P=0,05 (Teste de Duncan); n.d., valor
não determinado.

Estirpes % N folhas % N haste % N pecíolo % 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 (florescimento)

CB 1809        3,06 b       0,86 bcd     0,97 a
29W            3,14 ab      1,03 abc     0,90 a

107 DAE (formação 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 grãos)

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 (produção)

CB 1809        1,08 e       0,75 d        n.d.       3,60 I
29W            1,26 e       0,77 cd       n.d.       3,40 I

cv %           11,70         19,97       10,70        n.d.

1 % de N nas vagens = (%N grão x massa grão) + (%N casca x massa casca)
massa grão + massa casca
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variação da concentração desse elemento 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

declínio foi de 60%, de 3,13g para 1,26g por 100g de matéria

seca entre os 57 e os 157  DAE. A concentração de N na haste

foi de cerca de 1% durante todo o ciclo das plantas, sendo

que, a inoculação com a estirpe CB 1809 promoveu uma maior

concentração desse elemento durante o período de formação de

vagens em comparação a estirpe 29W.

O acúmulo de N na parte aérea das plantas foi

crescente durante todo o ciclo das plantas independente do

tratamento de inoculação (fig. 2). A maior parte do N na

parte aérea foi acumulado após o florescimento, sendo que, a

taxa máxima de acumulação foi observada na primeira metade

do enchimento de grãos. Durante o período vegetativo, as

associações não diferiram quanto ao total de N acumulado na

parte aérea. No período de formação das vagens, ocorreu uma

redução na taxa de acumulação de N nas plantas inoculadas

com a estirpe 29W. A partir desse estágio, a inoculação com

a estirpe CB 1809 promoveu um aumento no total de N acumulado

na parte aérea das plantas.

De modo similar, o efeito da estirpe de rizóbio no

N acumulado, somente foi observado por ocasião da colheita

final. As plantas inoculadas com a estirpe CB 1809
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Figura 2 - Acúmulo de N na matéria seca de
parte aérea da soja cv. Doko inoculada com as
estirpes CB 1809 de B. japonicum ($&) ou 29W
(a) de B. elkanii. Média de 5 repetições. A
barra vertical indica o DMS.
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apresentaram uma maior proporção de N alocado para as vagens

em comparação à estirpe 29W.

O N total proveniente da FBN estimado pelo

método de diluição isotópica de 15N em três estágios de

desenvolvimento das plantas pode ser observado na tab. 2.

Cerca de 96% e 94% do total do N acumulado na parte aérea

das plantas inoculada com as estirpes CB 1809 e 29W,

respectivamente, foi proveniente da FBN. As associações não

diferiram significativamente quanto ao total de N

proveniente do solo e de reservas da semente (cerca de 40 mg

de N/planta). No entanto, a simbiose com a CB 1809, obteve

significativamente mais N da FBN quando comparada a 29W.

Paralelamente, a inoculação com a estirpe CB1809 promoveu um

aumento na quantidade de N-fixado nos grãos da soja.

Durante o período vegetativo, não houve diferença

significativa entre as estirpes no total de N fixado, já a

partir do enchimento 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 não diferiram quanto a

partição do N fixado ao longo do desenvolvimento das plantas

(fig 3b). Por ocasião da coleta final, as plantas inoculadas

com a estirpe CB 1809 alocaram uma proporção maior de N-

fixado para as vagens em comparação àquelas inoculadas com a
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TABELA 2 - Porcentagem de N proveniente da FBN (%NF) e
concentração de N (mg 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 mesma coluna
seguidos de mesma letra não diferem à P=0,05 (Teste de Duncan).

79 DAE (florescimento)

Estirpes   %NF       N folhas  %NF        N        %NF haste  N haste   N total
folhas              pecíolos  pecíolos

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     ll,0

128 DAE (enchimento de grãos)

Estirpe  %NF       N     %NF      N     % NF    N haste   %NF       N    N total
folha   folhas pecíolo peciolo haste             vagen   vagens

CB 1809 95,6a   285,3  93,7   44,7    92,9    162,3   95,9    221,9  714,4 a
29W     94,2 b  255,7  92,6   32,l    92,4    113,l   92,9    144,2  545,lb

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

157 DAE (produção)

Estirpe  %NF    N folha  %NF   N haste   %NF    N grão   %NF    N casca  N total
grão               casca

CB 1809 96,5 a  5,9 b   94,0 a   101,9   96,9a   758,6 a 94,9    51,2    917,6 a
29 W    93,9 b  37,5 a  91,2 b   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 - Distribuição percentual da matéria seca
acumulada na parte aérea de soja cv. Doko inoculada
com as estirpes 29W de B. elkanii (a) ou CB 1809 de
B. japonicum (b). Média de 5 repetições
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29w. Esse efeito foi, provavelmente, devido a uma melhor

remobilização do N fixado das folhas para as vagens.

- Nodulação e atividade da nitrogenase

As plantas inoculadas com a estirpe 29W

apresentaram um marcado aumento na massa nodular após

o florescimento, sendo que, na fase de enchimento de grãos as

plantas deste tratamento apresentaram uma massa nodular

cerca de três vezes superior a das plantas inoculadas com a

CB 1809 (fig. 4). No entanto, embora as plantas inoculadas

com a 29W tenham apresentado elevados níveis de ARA até o

período do florescimento, houve uma drástica redução da

atividade dos nódulos durante a fase de formação de vagens,

ocorrendo uma retomada parcial na ARA no período de

enchimento de grãos (fig. 5a). Consequentemente, a atividade

da nitrogenase específica (C 2H4/g nódulos secos) dessas

plantas foi significativamente reduzida após o florescimento

das plantas. A redução na ARA total dos nódulos formados

pela 29W observada após o florescimento das plantas foi

acompanhada por um declínio na ER dos nódulos formados nessa

simbiose (fig. 5b).

Por outro lado, as plantas inoculadas com a

estirpe CB 1809 não, variaram significativamente o peso de

nódulos durante o ciclo da planta (fig. 4). A ARA das
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Figura 4 - Peso de nódulos secos de soja
cv. Doko inoculada com as estirpes CB 1809
de B. japonicum C$I&)  ou 29W (H)  de  B.
elkanii. Média de 5 repetições. As barras
verticais indicam o DMS.
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Figura 5 - ARA total (a) e ER (b) da soja cv.
Doko inoculada com as estirpes CB 1809 de B.
japonicum (jg  ) ou 29W (m)  de B. elkanii.
Média de 5 repetições. As barras verticais
indicam o DMS.
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plantas inoculadas com a estirpe CB 1809 foi máxima durante o

período de formação de vagens (fig. 5a), sendo que, a

atividade específica da nitrogenase dessas plantas foi

máxima nos períodos de florescimento e formação de vagens.

Paralelamente, os nódulos dessa simbiose apresentaram

elevada ER, sendo que, no período de enchimento de grãos

reciclaram todo o H2 produzido pela nitrogenase (fig. 5b). 

- Composição da seiva xilemática das plantas

Durante o período vegetativo, não houve efeito

significativo da inoculação nas concentrações de N-ureído e

N-total no exsudato xilemático (fig. 6a e 6b). A partir

do florescimento, ocorreu um aumento gradativo nas

concentrações de N-ureído e N-total na seiva das plantas

inoculadas com a CB 1809. As concentrações foram máximas

durante o período de formação de vagens. Já as plantas

inoculadas com a estirpe 29W mantiveram constantes as

concentrações de N-ureído e N-total transportados na seiva

do xilema, ao longo do ciclo de crescimento.

A proporção de N-ureído transportados na seiva

foi afetada pela estirpe de rizóbio inoculada (fig. 7). Após

o florescimento, ocorreu um aumento gradativo na porcentagem

de N-ureído na seiva das plantas inoculadas com a CB 1809.

As plantas inoculadas com a 29W apresentaram baixa proporção
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Figura 6- Concentração de N-ureído (a) e de
N-total (b) na seiva xilemática da soja cv.
Doko inoculada com as estirpes: CB 1809 de B.
japonicum (x) ou 29 W de B. elkanii (m ). Média
de 5 repetições. As barras verticais indicam o
DMS.
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Figura 7 - Porcentagem de N-ureído na seiva
xilemática de soja cv. Doko inoculada com as
estirpes CB 1809 de B. japonicum 1%)  ou 29W (||||||||)
de B. elkanii. Média de 5 repetições. A barra
vertical indica o DMS.
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de N-ureídos no exsudato xilemático, não sendo, afetada pela

fase de desenvolvimento da soja. Durante a fase de formação

e enchimento de vagens, as plantas inoculadas com a estirpe

CB 1809 transportaram significativamente mais nitrogênio sob

a forma de ureídos na seiva xilemática.

- Acúmulo de nitrogênio nos grãos

A produção de grãos secos das plantas inoculadas

com a CB 1809 foi cerca de 60% maior do que a das plantas

inoculadas com a 29W (tab. 3). De modo similar, o N

acumulado nas sementes 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 (%NF) nos grãos das

plantas inoculadas com a CB 1809 foi de 96,9%, enquanto, nas

plantas inoculadas com a 29W o NF foi de 95%. A inoculação

com a CB 1809 promoveu um aumento na quantidade de N

acumulado nos grãos proveniente da FBN.
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TABELA 3 - Produção de grãos (g/planta), porcentagem de N

nos grãos, N acumulado nos grãos (mg N/planta), proporções

de nitrogênio fixado (%NF) e o N acumulado proveniente da

FBN nos grãos (mg N/planta) de soja cv. Doko inoculada com

as estirpes CB 1809 de B. japonicum ou 29W de B. elkanii.

Médias de 5 repetições. Valores na mesma coluna seguidos da

mesma letra não diferem à P=0,05 (Teste de Duncan).

Estirpes     M. S.  % N grão     N grão    % NF      N FBN grão
grão

CB 1809     13,2 a    5,9        782,3 a   96,9 a     758,6 a
29W          8,3 b    6,2        511,2 b   95,0 b     485,5 b

A inoculação com a estirpe CB 1809 promoveu uma

melhor remobilização da matéria seca acumulada no órgãos

vegetativos para a produção de sementes de soja, resultando

em melhor índice de colheita de biomassa para as plantas

desse tratamento (tab. 4).

Houve uma melhor remobilização de N nas plantas

inoculadas com a estirpe CB 1809. A inoculação com a CB 1809

promoveu um maior índice de colheita de N (total e fixado)

em comparação com a 29W.

O maior acúmulo de biomassa e N observado nas

plantas inoculadas com a CB 1809 após o florescimento
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associada a uma melhor remobilização de biomassa e de N dos

órgãos vegetativos para os reprodutivos refletiram em uma

maior produção de grãos nas plantas desse tratamento.

TABELA 4 - Índice de colheita de biomassa; índice de

colheita de N (Nsolo + NFBN) e índice 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. Média

de 5 repetições. Valores na mesma coluna seguidos de letras

diferentes não diferem à P=0,05 (Teste de Duncan).

CB 1809         0,35 a         0,82 a          0,84 a
29w             0,28 b         0,72 b          0,80 b

biomassa       (Nsolo+NFBN)      (NFBN)
colheita de     colheita de N    colheita de N

Estirpes         Índice de       Índice de        Índice de
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3.5 DISCUSSÃO

As plantas obtiveram cerca de 95% do N a partir da

fixação de N2, independente da estirpe de rizóbio utilizada

como inoculante. Boddey et al. (1984) estimaram que, em

condições tropicais, a soja pode obter de 80 a 85% do N

através da FBN. A elevada proporção de N fixado em ambas as

simbioses, em relação ao total proveniente do solo observado

em nosso estudo, pode ser em parte atribuído ao baixo

conteúdo de N no solo associado a imobilização deste feita

com a adição de palha de Brachiaria, antes da implantação do

experimento.

A maior parte do N acumulado pelas plantas foi

obtido através da fixação de N2 após o período do

florescimento. A elevada demanda de N pelas vagens parece

estimular a FBN em soja (Hungria & Neves 1987). No entanto,

a manutenção da FBN durante o período reprodutivo de soja e

feijão depende da estirpe de rizóbio (Hungria & Neves 1987;

Hungria & Franco 1988; Boddey & Hungria 1990). Durante o

período reprodutivo, as plantas inoculadas com a estirpe CB

1809 (B. japonicum) fixaram uma maior quantidade de N do que

às inoculadas com a estirpe 29W (B. elkanii), refletindo a

atividade dos nódulos nessas simbioses. As plantas

inoculadas com a estirpe Hup+ mantiveram elevados níveis de
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atividade da nitrogenase até o período de enchimento de

grãos (fig. 5), enquanto a atividade da nitrogenase e a

eficiência dos nódulos formados pela estirp Hup- foi

drasticamente reduzida após o período de florescimento das

plantas. A redução da eficiência nodular das plantas

inoculadas com a estirpe Hup- foi acompanhada por um aumento

acentuado na massa nodular (fig. 4). O estresse de N durante

o período reprodutivo da soja, pode aumentar a transloção de

carboidratos para as raízes, aumentando a massa nodular,

reduzindo, no entanto, reduzir a disponibilidade de

carboidratos para a formação e enchimento da vagens (Henry

et al. 1992).

A proporção de N-ureído transportado na seiva

xilemática de soja e feijão representa uma médida útil da

proporção 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 ureídos na seiva como

parâmetro nos programas de seleção de estirpes para aumento

da fixação de N2 em soja. O transporte do N fixado

biologicamente como ureídos também têm sido relacionado a

presença do sistema hidrogenase ativo (Neves et al. 1985;

Hungria et al. 1989). As plantas inoculadas com a estirpe

Hup+ apresentaram, após o florescimento, um aumento gradual

na porcentagem de N-ureído transportado na seiva xilemática,

atingindo o máximo durante o período de enchimento de grãos,
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enquanto nas plantas inoculadas com a estirpe Hup-, a

relação N-ureído/N-total manteve-se baixa (fig. 8). O

transporte do N fixado sob a forma de ureídos pode-se ser

particularmente importante para a economia de carbono dos

nódulos e para a manutenção de elevados níveis de FBN

durante o período reprodutivo.

Paralelamente, os compostos nitrogenados não são

uniformemente distribuídos entre os órgãos da parte aérea

(Neves & Hungria 1987). A alantoina parece ser mobilizada

preferencialmente para a nutrição das vagens, enquanto as

amidas (asparagina e glutamina) permanecem retidas na haste

(Mosquim & Sodek 1992). Dessa forma, a composição da seiva

xilemática pode, indiretamente, afetar a partição do N para

os grãos e a produção de sementes. Neves et al. (1985)

observaram uma correlação positiva entre a proporção de N-

ureído e o índice de colheita e a produção de sementes na

soja nodulada. Da mesma forma, as plantas inoculadas com a

estirpe CB 1809 apresentaram um maior índice de colheita e

uma produção de grãos cerca de 60% maior do que as plantas

inoculadas com a 29W, confirmando os resultados de Neves et

al. (1985). O N proveniente da FBN parece concorrer mais

efetivamente para a produção de sementes do que o N

proveniente dos fertilizantes (Imsande 1986). Portanto, a

melhor partição do N e maior produção de sementes das

plantas inoculadas com a estirpe Hup+ em comparação com a
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estirpe Hup- pode ser atribuído a manutenção de elevados

níveis de fixação de N 2 durante o período reprodutivo nessa

simbiose, associado a um aumento no transporte de N sob a

forma ureídos para a parte aérea.
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3.6 - CONCLUSÕES

- As plantas de soja obtiveram cerca de 95% do N através da

FBN independente da estirpe de rizóbio inoculada, sendo a

maior parte fixada após o florescimento da soja.

- A atividade dos nódulos formados pela estirpe Hup-

declinou após o período de florescimento das plantas,

enquanto a atividade dos nódulos formados pela estirpe Hup+

foi máxima durante o período de formação de vagens.

- Durante o período reprodutivo, as plantas inoculadas com a

estirpe Hup+ transportaram uma maior proporção de N-ureído

quando comparadas àquelas inoculadas com a estirpe Hup-.

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

do que as plantas inoculadas com a estirpe Hup-

- As plantas inoculadas com a estirpe Hup+ apresentaram

índice de colheita e produção de grãos mais elevados do que

às inoculadas com a estirpe Hup-.
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4 - CAPÍTULO II

EFEITO DA LUMINOSIDADE NA FBN, NA EFICIÊNCIA E NA

SENESCÊNCIA DOS NÓDULOS FORMADOS PELAS ESTIRPES CB 1809 DE

Bradyrhizobium japonicum E 29W DE Bradyrhizobium elkanii.
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4.1 - RESUMO

Plantas de soja (Glycine max L. cv. Doko) inoculadas com as

estirpes CB 1809 (Hup+) ou 29W (Hup-) de Bradyrhizobium foram

cultivadas sob luminosidade plena ou sombreadas (70% de

sombreamento), até o período de produção de sementes. As

simbioses foram avaliadas quanto a nodulação, a fixação de

N2 o transporte e a partição do nitrogênio na parte aérea e

a produção de grãos. A classificação dos nódulos por tamanho

e coloração se correlacionou com a atividade da nitrogenase

(ARA) das plantas. Nas plantas cutivadas sob luminosidade

plena, a atividade da nitrogenase dos nódulos formados pela

estirpe 29W declinou após o período de florescimento,

enquanto, os nódulos formados pela estirpe CB 1809

apresentaram taxas crescentes de ARA até o período de

enchimento de grãos. Essa diferença na atividade dos nódulos,
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associada a uma maior proporção de N-ureído na seiva

xilemática das plantas durante o período de formação e

enchimento de vagens, refletiu em um maior acúmulo de matéria

seca e nitrogênio na parte aérea e maior produção de grãos

para as plantas inoculadas com a estirpe CB 1809. Quando

sombreadas, ambas as simbioses apresentaram taxas de ARA

crescentes até o período de enchimento de grãos. Nesse

tratamento, houve um aumento em relação ao controle, na

porcentagem de N-ureído transportado na seiva xilemática da

soja. O efeito da redução da luminosidade na ARA e no

transporte do nitrogênio foi mais acentuado nas plantas

inoculadas com a estirpe 29W em comparação com a CB 1809.

Consequentemente, quando sombreadas, as estirpes não

diferiram entre si quanto ao peso da matéria seca e N

acumulados na parte aérea, nem quanto a produção de grãos. O

sombreamento reduziu o acúmulo de matéria seca e nitrogênio

na parte aérea e raízes das plantas, no entanto, promoveu uma

melhor partição da matéria seca e do nitrogênio na parte

aérea favorecendo a produção de sementes. Os resultados

obtidos evidenciam a necessidade de se considerar os efeitos

da luminosidade, em programas de seleção de estirpes para a

manutenção de elevados níveis de fixação de nitrogênio,

durante o período reprodutivo, na cultura da soja.



4.2 - INTRODUÇÃO

A formação e o funcionamento da associação

simbiótica entre leguminosas e o rizóbio, envolve uma série

de complexas mudanças estruturais e bioquímicas na planta

hospedeira e no rizóbio, que resultam em uma simbiose na qual

o bacteróide utiliza substratos de carbono fornecidos pelo

hospedeiro, transferindo a amônia produzida para o citossol

da célula vegetal infectada. O processo de fixação biológica

de nitrogênio, nos nódulos radiculares, é dependente do

suprimento contínuo de fotossintatos da parte aérea (Walsh et

al. 1987). Os fotoassimilados são utilizados para a geração de

poder redutor e ATPs para o sistema nitrogenase, para o

crescimento e manutenção dos nódulos, e para o fornecimento

de esqueletos de carbono, ATPs e poder redutor para a

assimilação da amônia (Rawsthorne et al. 1980). O consumo de

carboidratos por raízes noduladas é elevado, podendo

representar de 30-50% do total de fotossintatos produzidos



pela planta hospedeira, nos períodos de ativo crescimento e

assimilação de nitrogênio (Pate & Minchin 1980). Portanto, as

variações nesse requerimento podem refletir diretamente na

disponibilidade de carboidratos para a formação e o enchimento

das vagens.

Durante a redução do N 2 à amônia, parte da energia

e do poder redutor disponíveis para a nitrogenase, são

utilizados para a redução de prótons à hidrogênio e sua

posterior evolução dos nódulos. A evolução do hidrogênio

consome um mínimo de 25% do fluxo total de elétrons

destinados à nitrogenase (Eisbrener & Evans 1983), sem

benefício aparente para o sistema simbiótico (Yates 1988).

Esse processo representa uma ineficiência do sistema

simbiótico. A eficiência relativa (ER) da nitrogenase, em

termos de alocação de elétons, é estimada pela proporção de

elétrons perdidos pela evolução do H 2 sobre o total de

elétrons disponíveis para a nitrogenase (Schubert & Evans

1976). Diversos fatores podem interferir na eficiência

relativa da nitrogenase, tais como, o genótipo da planta

hospedeira e do rizóbio (Keysey et al. 1981; Nelson & Child

1981); temperatura (Rainbird et al. 1983); pO2 no ambiente do

nódulo (Godfroy & Drevon 1991) e irradiância (Bethlenfalvay &

Phillips 1979; Nelson 1983). Dentre esses fatores, a presença

do sistema hidrogenase ativo (Hup+) no bacteróide parece ser

o mais importante.



O sistema hidrogenase oxida o H 2 produzido durante

a redução do N 2 podendo recuperar parte da energia perdida no

processo, aumentando a eficiência do sistema simbiótico

(Schubert & Ryle 1980). A oxidação do, H 2 está associada a uma

menor taxa de evolução do CO 2 devido a redução na oxidação de

substratos de carbono nos nódulos radiculares (Layzell et al.

1979). Consequentemente, a atividade do sistema hidrogenase

pode representar um mecanismo de conservação de carboidratos,

que podem ser utilizados para o crescimento e a produção de

grãos das leguminosas.

De modo similar, a sintese de compostos orgânicos

nitrogenados utilizados para transporte dos nódulos consome

esqueletos de carbono e energia fornecidas pelo hospedeiro.

Os compostos exportados pelos nódulos envolvem substâncias de

baixo peso molecular, ricas em nitrogêneo, tais como ureídos,

amidas, aminoácidos e pequenos peptídeos, que possibilitam o

transporte do nitrogênio com um gasto mínimo de carbono

(Neves 1981). Em plantas de soja, a maior parte do nitrogênio

proveniente da fixação biológica de nitrogênio é transportada

para a parte aérea como ureídos, alantoína e ácido alantóico

(Atkins 1991). O transporte do nitrogênio fixado

biologicamente sob a forma de ureídos pode representar uma

vantagem energética para o sistema simbiótico, devido a

relação C/N unitária desses compostos, associada a uma menor



energia de síntese (Atkins et al. 1978; Thomas & Schrader

1981).

Diversos trabalhos têm demonstrado a relação entre

o metabolismo de hidrogênio e o metabolismo de ureídos nos

nódulos radiculares de soja (Neves et al. 1985; Hungria et

al. 1989) e feijão (Hungria & Neves 1987). A eficiência

relativa (ER) foi positivamente correlacionada com a

proporção de N-ureído no exsudato xilemático (Hungria & Neves

1987). Os resultados obtidos indicam que, as variações na

eficiência relativa da nitrogenase são acompanhadas por

variações na razão de N-ureído/N-total no exsudato xilemático

dessas leguminosas. Nesse contexto, a presença da hidrogenase

nos nódulos radiculares favoreceriam a economia de carbono,

não somente pela oxidação do H2 produzido pela nitrogenase,

como também, pelo transporte de nitrogênio fixado como

ureídos para a parte aérea. Portanto, a atividade da

hidrogenase pode ser particularmente importante em condições

de menor disponibilidade de fotossintatos para os nódulos,

como em plantas cultivadas sob sombreamento ou durante o

período de enchimento de vagens das leguminosas. A

compreensão dos mecanismos e fatores que afetam o sistema

simbiótico é importante para a seleção de simbioses que

apresentem elevada capacidade de fixação de N2 com um menor

custo energético.



Esse experimento teve como objetivo avaliar o

efeito do sombreamento e da inoculação com as estirpes CB

1809 (Hup+) e 29W (Hup-) de Bradyrhizobium na eficiência da

fixação de N2 e no transporte de N-ureído na seiva

xilemática ao longo do ciclo reprodutivo da soja, bem como,

avaliar a relação desses fatores com a partição de nitrogênio

e a produção de sementes das plantas.
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4.3 - MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no CNPAB-EMBRAPA,

Itaguaí, RJ, nos períodos de dezembro de 1991 à abril de

1992.

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

inoculada com a estirpe CB 1809 (Hup+) de B. japonicum ou

29W de B. elkanii. As bactérias foram crescidas em meio

definido de Vincent (1970) à 29ºC por 7 dias, com agitação.

As sementes foram esterilizadas com HgCl 2 0,2% (Vincent

1970). A inoculação foi feita aos 7 dias após a emergência

(DAE), colocando-se 1ml de inoculante (cerca de 108 células)

por plântula.

O cultivo das plantas foi feito em vasos plásticos

com  capacidade  de 10 l,  preenchidos  com o horizonte

superficial do solo PVA série Itaguaí, com as seguintes

propriedades: pH (1:1, H20), 4,9; P disponível, 5,1 ppm;

cátion trocáveis: K, 76 ppm; Ca, 1,8 meq/l00 ml; Mg, 1,0

meq/l00 ml; Al, 0,3 meq/l00 ml. O solo foi previamente

corrigido (30 dias antes do plantio) com o equivalente a

1000 kg/ha de calcáreo calcítico e incorporado com o

equivalente a 0,5% de palha de Brachiaria. O solo foi

mantido com umidade próxima à capacidade de campo até o
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plantio quando foram adicionados aos vasos o equivalente a

80 kg de P2O5/ha.

Por ocasião do plantio foram colocadas 4 sementes

pré-germinadas/vaso cobrindo-se em seguida com uma fina

camada de solo. Aos 7 DAE, foi feito o desbaste deixando-se

2 plantas/vaso.

Os vasos foram expostos ao ar livre e dispostas no

sentido leste-oeste. O sombreamento dos vasos foi obtido

através da cobertura das mesas com uma tela Sombrite. A

intensidade luminosa foi determinada por um radiômetro Li-

cor modelo SB 190, constatando-se que, a média do tratamento

sombreado correspondia a 32,7% da luminosidade

fotossinteticamente ativa, a qual sera referida como 30% da

luminosidade total. Para que se obtivesse uniformidade da

temperatura radicular entre os tratamentos de luminosidade,

os vasos foram mantidos durante todo o ciclo de crescimento

das plantas, imersos em tanque com água corrente, sendo

costatado que a temperatura dos vasos (5 cm de prof.) não

ultrapassou 30°C com diferença de aproximadamente 2ºC entre

os dois níveis de luminosidade.

O delineamento experimental utilizado foi o de

parcelas subdivididas, onde as parcelas representaram os

níveis de luminosidade e as subparcelas as estirpes, com 4

repetições. As coletas foram realizadas aos 62 DAE (fase de

florescimento); aos 74 DAE (fase de formação de vagens); aos



52

94 DAE (fase enchimento de grãos); e aos 117 DAE (colheita

final e produção de grãos).

Análises

- Determinações de área foliar e matéria seca acumulada

A parte aérea das plantas foi separada em folhas e

hastes (até o período de formação das vagens); e nos

períodos seguintes, separou-se também as vagens e os graos.

Nas três primeiras coletas, as folhas foram mantidas sob

temperatura baixa (4ºC) até o momento da leitura fotométrica

da área foliar (AF). A determinação da área foliar (AF) foi

feita através do medidor de área foliar Li-Cor, modelo LI-

3100. Em seguida, todo o material foi colocado para secar em

estufa (60-70°C), até atingir peso constante. Posteriormente,

foram pesados e moídos à 0,84 mm (20 mesh).

- Determinação do teor de nitrogênio total

As análises de N-total foram feitas em amostras de

200 mg de material de planta pelo método semimicro Kjeldhal
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segundo Liao (1981) seguida de destilação e titulação segundo

Bremner & Edwards (1965).

- Determinação da eficiência relativa (ER) dos nódulos

A evolução de H2 foi determinada em raízes

noduladas destacadas. As raízes noduladas foram colocadas em

frascos de 250 ml. fechados hermeticamente, com rolhas do

tipo "suba seal" e incubados por 10 minutos à temperatura

ambiente. Foram retiradas alíquotas (0,5 ml) da fase gasosa

que foram analisadas em um analisador de H 2 de alta

sensibilidade construído conforme descrito por Layzell et al.

(1984).

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo

método de redução de acetileno (ARA) em raízes destacadas

(Mague & Burris 1972). Após a determinação do H 2 evoluído,

injetou-se 30 ml de C2H2 nos frascos contendo as raízes,

incubando-se por 10 minuto à temperatura ambiente. Foram

retiradas alíquotas (0,5 ml) para a análise. A concentração

do etileno produzido foi determinada em um cromatógrafo de

gases Perkin Elmer F 11, com detector por ionização de

chama, contendo Poropak N (80-100 mesh) e operada a 40°C

utilizando N2 como gás de arraste à um fluxo de 40 ml.min
-l.
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A eficiência relativa dos elétrons destinados à

nitrogenase foi calculada pelo parâmetro de Schubert & Evans

(1976).

ER = l - ([H2]/[C2H4]) 

Após essas análises, os nódulos foram destacados

das raízes e ambos foram colocados para a secagem em estufa

(60-70ºC) e posteriormente, pesados.

- Coleta e análise do exudato xilemático

As plantas foram cortadas na altura do nó

cotiledonar, para coleta do exsudato xilemático. A

superfície do corte foi lavada com água destilada, seca com

papel absorvente e conectada a uma bomba de vácuo. A seiva

xilemática foi coletada em tubos do tipo 'vacuntainer' (5

ml) durante 10 minutos e imediatamente congelada, sendo

mantida à -20°C até o momento das análises.

Os compostos nitrogenados foram determinados em

alíquotas de 10 µl de seiva. A concentração de N-ureído na

seiva xilemática foi determinada pelo método colorimétrico

de Vogels & van der Drift (1970). Para determinar a

concentração de N-total na seiva utilizou-se o método

microkjeldahl seguido de análise colorimétrica (Boddey et al.

1987).
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4.4 - RESULTADOS

- Área foliar e Área foliar específica

A área foliar das plantas não foi significaticamente

afetada pelos níveis de luminosidade nem pelo tratamento de

inoculação, embora tenha ocorrido uma tendência de redução da

área foliar com a redução da luminosidade (figura 1). A máxima

expansão foliar ocorreu no período de formação de vagens, aos 74

DAE em ambos os níveis de luminosidade. A área foliar específica

(área foliar/peso de folhas) foi maior nas plantas sombreadas

devido a menor massa de folhas consequente da redução da luminosidade.

- Crescimento e acúmulo de nitrogênio nas plantas

De modo geral, o sombreamento das plantas reduziu o

peso de matéria seca total acumulada na parte aérea. Neste

parâmetro, houve interação entre os níveis de luminosidade e as

estirpes de Bradyrhizobium (tabela 1). O efeito da redução da

luminosidade foi mais acentuado nas plantas inoculadas com a

estirpe CB 1809 quando comparado às plantas inoculadas com a 29W.

No tratamento controle, a matéria seca total acumulada

na parte aérea não diferiu significativamente entre as simbioses,
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Figura 1 - Efeito da luminosidade na área foliar (A) e na área
foliar específica (B) de soja cv. Doko inoculada com estirpes
Bradyrhizobium. Barras verticais com mesma letra não diferem à
P=0,05.
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Tabela 1 - Efeito da luminosidade e das estirpes de
Bradyrhizobium no acúmulo de matéria seca nas folhas, na
haste, nas vagens e na raiz (g/planta) de soja cv. Doko. Os
resultados são média de 4 repetições. Médias na mesma coluna
relativas a mesma coleta e seguidas de letras diferentes são
significativamente diferentes à P=0,05.

Estirpes Peso Peso Peso Peso Peso
folhas haste vagens parte raízes

aérea

62 DAE (florescimento)
Luminosidade total

CB 1809 7,05 10,38 a      -       17,43 ab  7,l0 a
29 W 8,40 10,81 a      -        19,21 a  5,66 a

Sombreamento (30% da luminosidade 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 (formação de vagens)
Luminosidade 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

Sombreamento (30% da luminosidade 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 (enchimento de grãos)
Luminosidade total

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

Sombreamento (30% da luminosidade total)

CB 1809 8,19 b 8,69 c 5,21 22,09 c     5,00 b
29 W 8,42 b 9,37 c 6,20 24,98 c     5,16 b

cv%          8,38      13,49 16,62     10,37     18,12
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até o período de formação de vagens (aos 74 DAE). Após  essa

fase, as plantas inoculadas com a CB 1809 acumularam

significativamente mais matéria seca do que as inoculadas com a

29w. Com o sombreamento, não houve efeito significativo do

tratamento de inoculação.

Quanto ao sistema radicular, o sombreamento das plantas

reduziu o peso das raízes secas em todas as fases do desenvolvimento

das plantas em ambas as simbioses (tabela 1).

O sombreamento alterou a partição dos assimilados entre

os órgãos da parte aérea da soja (figura 2). Pode-se observar

que, de modo geral, nesse tratamento houve uma redução no total

de matéria seca acumulada nas hastes e um aumento proporcional na

acumulação de matéria seca nas folhas e, posteriormente, nas

vagens. O tratamento de inoculação não afetou significativamente

a partição da biomassa na parte aérea da soja.

No período de florescimento, a concentração de

nitrogênio nos tecidos da planta não variou significativamente

entre os tratamentos (tabela 2). Na fase de formação de vagens, o

sombreamento promoveu um aumento, em relação ao controle, da

concentração de N nas folhas das plantas inoculadas com a estirpe

CB 1809. Durante o período de enchimento de grão, observou-se uma

maior concentração de N nas hastes das plantas sombreadas. Não

houve efeito significativo do tratamento de luminosidade nem da

inoculação no teor de nitrogênio nas raízes.
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Tabela 2 - Efeito da luminosidade e da estirpe de
Bradyrhizobium na porcentagem de nitrogênio nas folhas, na
haste, nas vagens e na raiz da soja cv. Doko. Os resultados
são médias de 4 repetições. Médias na mesma coluna relativas
a mesma coleta e seguidas de letras diferentes são signifi-
cativamente diferentes à P=0,05.

Estirpes % N nas % N na % N nas % N nas
folhas haste raízes vagens

62 DAE (florescimento)
Luminosidade total

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

Sombreamento (30% da luminosidade 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 (formação de vagens)
Luminosidade total

CB 1809 2,58 b 0,92 1,l0          -
29 W 2,53 b 0,90 1,17          -

Sombreamento (30% da luminosidade 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 (enchimento de grãos)
Luminosidade total

CB 1809      2,00      1,00 b     1,00       2,63
29 W         2,13      0,93 b     1,01       2,75

Sombreamento (30% da luminosidade total)

CB 1809      2,35     1,34 a      1,14       2,89
29 W         2,21     1,13 ab     1,14       3,l0

cv%          8,55     9,89       18,12       7,49
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De modo geral, o acúmulo de nitrogênio total na parte

aérea (tabela 3) acompanhou a acumulação de biomassa. Com a

redução da luminosidade, houve uma tendência de diminuição nos

teores de nitrogênio acumulados na parte aérea das plantas em

ambas as associações, até o período de formação de vagens. Após

essa fase, o sombreamento das plantas inoculadas com a CB 1809

resultou em uma redução significativa no N-total acumulado na

parte aérea. O total de nitrogênio acumulado pelas plantas

inoculadas com a 29W foi similar em ambos os tratamentos de luz.

A estirpe CB 1809, no tratamento controle, apresentou um maior

acúmulo de N na parte aérea quando comparada a estirpe 29W, no

entanto, no sombreamento não houve diferença significativa entre

as estirpes nesse parâmetro.

O teor de N acumulado nas raízes foi menor em plantas

submetidas ao sombreamento do que nas plantas do controle durante

o ciclo da planta em ambas as simbioses (tabela 3)

- Nodulação e atividade da nitrogenase das plantas

O sombreamento das plantas reduziu a massa nodular de

ambas as associações, até o período de formação de vagens (tabela

4) - Após essa fase, a massa nodular das plantas sob sombreamento,

foi aumentada, sendo que, esse efeito foi mais acentuado na associa-

ção com a 29W.
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Tabela 3 - Efeito da luminosidade e da estirpe de
Bradyrhizobium no acúmulo de N (mg N/planta) nas folhas, na
haste, nas vagens, na parte aérea total e na raiz de soja
cv. Doko. Os resultados são médias de 4 repetições. Médias
na mesma coluna relativas a mesma coleta e seguidas de
letras diferentes são significativamente diferentes à P=0,05.

Estirpes  N folhas  N haste   N vagens    N parte   N raízes
aérea

62 DAE (florescimento)
Luminosidade total

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

Sombreamento (30% da luminosidade 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  c

cv%        25,5       35,5       -            27,5      22,4

74 DAE (formação de vagens)
Luminosidade total

CB 1809  283,9     154,8 ab    -         438,7      75,3 a
29 W     243,4     199,6 a     -         443,0      81,8 a

Sombreamento (30% da luminosidade total)

CB 1809 217,3 78,0 b - 295,3 42,2 b
29 W 225,93 79,7 b - 305,7 45,5 b

cv%         38,7       38,0       -           27,5      25,9

95 DAE (enchimento de grãos)
Luminosidade total

CB 1809   252,8 a   205,5 a    155,5 ab   613,6 a   103,0 a
29 W      209,l ab   51,0 ab   122,3 b    482,3 b    98,5 a

Sombreamento (30% da luminosidade total)

CB 1809 189,8 b 115,2 b 149,9 ab 455,0 b 52,7 b
29 W 204,0 ab 102,2 b 194,4 a 500,0 b 59,4 b

cv%     11,0     19,2      19,9      6,9      16,8
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Tabela 4- Efeito da luminosidade e da estirpe de
Bradyrhizobium na nodulação (g de nódulos/planta), na ARA
total (umol C2H4/h. planta), na ARA específica (umol C2H4/h.
g nódulos e na eficiência relativa (ER) da soja  cv. Doko.
Os resultados são médias de 4 repetições. Médias na mesma
coluna relativas a mesma coleta e seguidas de letras
diferentes são significativamente diferentes à P=0,05.

Estirpes   Peso nódulos   ARA total     ARA         ER
específica

62 DAE (florescimento)
Luminosidade total

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

Sombreamento (30% da luminosidade 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 (formação de vagens)
Luminosidade total

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

Sombreamento (30% da luminosidade 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,ll

95 DAE (enchimento de grãos)
Luminosidade total

CB 1809 0,433 b 12,88 ab 30,24 a 0,98 a
29 W 0,618 b  5,99 b 9,98 b        0,84 b

Sombreamento (30% da luminosidade 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
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No tratamento controle, as plantas inoculadas com a 29W

apresentaram uma massa nodular superior a das plantas inoculadas

com a estirpe CB 1809. No sombreamento, as associações não

diferiram significativamente nesse parâmetro, durante o período o

florescimento das plantas. Nas fases seguintes, o peso de nódulos

das plantas inoculadas com a 29W foi gradualmente aumentado. Aos

95 DAE, as plantas inoculadas com a 29W apresentavam o dobro da

massa nodular das inoculadas com a CB 1809.

A distribuição percentual das classes de nódulos por

tamanho ao longo do ciclo da planta, não foi significativamente

afetada pelos tratamentos de inoculação ou de luminosidade.

Independente dos tratamentos a maior parte dos nódulos das

apresentaram de 1-3 mm de diâmetro (figura 4). Analisando a

distribuição percentual das classes de nódulos por coloração

(figura 5) feita nos nódulos acima de 3 mm (cerca de 24%), pode-

se observar que as plantas sombreadas apresentaram durante o

florescimento cerca de 70% dos nódulos ativos (róseos), enquanto,

no tratamento controle nessa fase, menos de 20% dos nódulos

analisados, em ambas as simbioses, estavam em plena atividade.

Após essa fase, somente cerca de 20% dos nódulos dessa classe

mantiveram-se róseos sob sombreamento. As plantas expostas a

luminosidade plena apresentaram cerca de 80% dos nódulos dessa

classe em senescimento (marrons) ou senescidos desde a primeira

coleta aos 62 DAE.
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Figura 4 - Distribuição percentual das classes de nódulos por
tamanho:(A)luminosidade total ou (B) sombreado (70% de
sombreamento). Nódulos de soja cv. Doko inoculada com estirpes de
Bradyrhizobium.
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Figura 5 - Distribuição percentual das classes de nódulos por
coloração: (A) luminosidade total ou (B) sombreado (70% de
sombreamento). Nódulos de soja cv. Doko inoculada com estirpes
de Bradyrhizobium.
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Quanto à atividade da nitrogenase, houve efeito da

interação entre os níveis de luminosidade e a estirpe de

Bradyrhizobium (tabela 4) observado nas plantas colhidas aos 95

DAE. O sombreamento induziu em relação ao tratamento controle, um

aumento na atividade da nitrogenase total (umol C2H4/planta) e

específica (umol C2H4/grama de nódulos das plantas inoculadas

com a estirpe 29W. O efeito da luminosidade na atividade da

nitrogenase não foi observado nas plantas inoculadas com a

estirpe CB 1809, não sendo observadas diferenças entre as

estirpes na atividade específica da nitrogenase, nas plantas

sombreadas. No tratamento controle, a inoculação das plantas com

a estirpe CB 1809 refletiu em uma tendência de aumento da

atividade da nitrogenase ao longo do ciclo das plantas. No

entanto, a tendência observada nas plantas inoculadas com a

estirpe 29W, nesse tratamento foi de declínio na atividade dos

nódulos. De modo similar, a partir do florescimento, a atividade

específica da nitrogenase das plantas inoculadas com a estirpe CB

1809 foi maior quando comparada a estirpe 29W.

Independente dos níveis de luminosidade, os nódulos

formados pela estirpe CB 1809 reciclaram praticamente todo o H2

produzido pela nitrogenase durante todo o ciclo da cultura. Os

nódulos formados com a estirpe 29W apresentaram eficiência

relativa muito baixa, durante a fase de florescimento. Aos 95

DAE esses nódulos apresentaram  níveis de eficiência  mais

elevados do que os teoricamente esperado para uma estirpe Hup-
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(ER= 0,84 no controle; de 0,78 no sombreamento). Esses resultados

indicam a possível ocorrência de alguma falha metodológica

(tabela 4).

- Composição da seiva xilemática e porcentagem de N-ureído

O efeito dos níveis de luminosidade e da inoculação com

as estirpes CB 1809 e 29W na composição da seiva xilemática das

plantas, pode ser observado na tabela 5.

A máxima concentração de N-total e N-ureído na seiva

xilemática ocorreu durante a fase de formação de grãos. Não foi

observado efeito significativo dos tratamentos na concentração de

N-ureído e N-total na seiva xilemática, até os 74 DAE. Durante a

fase de enchimento de grãos, as plantas inoculadas com a estirpe

CB 1809 apresentaram uma maior concentração de N-total e N-

ureídos na seiva xilemática quando comparada a estirpe 29W, nos

dois níveis de luminosidade.

Independentemente do tratamento de inoculação, o

sombreamento das plantas induziu a um aumento na proporção de

nitrogênio transportado como ureídos na seiva xilemática da soja.

No entanto, o efeito da luminosidade no transporte de N-ureído na

seiva foi mais acentuado nas plantas inoculadas com a 29W.

As diferenças entre as estirpes no transporte do

nitrogênio somente foram observadas em plantas crescidas sob

luminosidade total. Nesse tratamento, a inoculação das plantas
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Tabela 5 - Efeito dos níveis de luminosidade e estirpes de
Bradyrhizobium na concentração de N-ureído, no N-total (ug
N/ul seiva.10) e na porcentagem de N-ureído na seiva
xilemática da soja cv. Doko. Os resultados são médias de 4
repetições. Médias na mesma coluna relativas a mesma coleta
e seguidas de letras diferentes são significativamente
diferentes à P=0,05.

Estirpes Concentração Concentração % de N-ureído
de N-ureído de N-total

62 DAE (florescimento)
Luminosidade total

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

Sombreamento (30% da luminosidade 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 D A E  (formação de vagens)
Luminosidade total

CB 1809 0,81 1,13 70,3 ab
29 W 0,46 0,92 51,4 b

Sombreamento (30% da luminosidade total)

CB 1809 1,46 1,98 77,l a
29 W 1,32 1,77 76,6 a

cv%            60,8            65,7             17,3

95 DAE (enchimento de grãos)
Luminosidade total

CB 1809 0,82 a 1,09 a 54,7 b
29 W 0,21 b 0,49 b 39,9 c

Sombreamento (30% da luminosidade 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 proporção de

nitrogênio transportado como ureídos na seiva, em comparação a

29W, durante as fases de formação e enchimento de vagens.

A porcentagem máxima de N-ureído foi transportada na

seiva xilemática durante o período de formação de vagens, em

ambas as simbioses.

- Produção e teor de N nos grãos

O sombreamento aumentou a produção de grãos em ambas as

associações, sendo que, esse efeito foi mais acentuado nas

plantas inoculadas com a estirpe 29W (cerca de 80% de aumento) do

que com a CB 1809 (cerca de 23% de aumento). A maior produção de

grãos dessas plantas em comparação ao controle, foi decorrente,

em grande parte, de uma melhor partição de matéria seca e de N

favorecendo os grãos. O sombreamento promoveu um aumento no

índice de colheita de biomassa nas duas associações (tabela 6).

No controle, a inoculação das plantas com a estirpe CB

1809 promoveu um aumento de 66% na produção de grãos em

comparação a estirpe 29W, desaparecendo esse efeito nas plantas

sombreadas. Não houve diferença entre as estirpes de rizóbio no

índice de colheita de biomassa das plantas em ambos os níveis de

luminosidade.

De modo similar, o sombreamento das plantas aumentou o

N-total acumulado nos grãos. Ocorreu uma melhor remobilização do
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Tabela 6 - Efeito da luminosidade e das estirpes de

Bradyrhizobium  na produção de grãos (g/planta), no

nitrogênio acumulado nos grãos, no índice de colheita de

biomassa (IC= massa de grãos/massa de parte aérea) e no

índice de colheita de nitrogênio (IC de N= N grãos/N parte

aérea) de soja cv. Doko aos 117 DAE. Valores (em cada

coluna) seguidos de letras iguais não diferem à P=0,05.

Estirpes Massa de I.C. de N nos grãos I.C. de N
grãos biomassa

Luminosidade total

CB 1809           8,65 a         0,31 b          490,0 b       0,78 b
29 W 5,22 b         0,32 b        293,3 c      0,79 b

Sombreamento (30% da luminosidade 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



nitrogênio na parte aérea, aumentando significativamente o índice

de colheita de nitrogênio (N-total grãos/N-total da parte aérea)

quando comparado ao das plantas que cresceram sob luminosidade

total.

No tratamento controle, o teor de N-total acumulado nos

grãos foi significativamente maior nas plantas inoculadas com a

estirpe CB 1809 em comparação àquelas inoculadas com a estirpe

29W. No sombreamento, o teor de N nos grãos das plantas

inoculadas com a 29W aumentou cerca de 85% em relação ao

tratamento controle, não diferindo das plantas inoculadas com a

CB 1809, nesse parâmetro. Não houve efeito da inoculação no

índice de colheita de nitrogênio.
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4.5 - DISCUSSÃO

O sombreamento das plantas refletiu em um menor

acúmulo de matéria seca e N na parte aérea e raiz da soja

(tabela 1). Em leguminosas de grão, a acumulação de N está

diretamente relacionada a acumulação de biomassa, sendo

observada uma correlação positiva entre a biomassa e a

fixaçao de N2 (Denison et al. 1985; Muchow et al. 1993). O

sombreamento, no entanto, alterou a partição dos assimilados

entre os órgãos da soja. As plantas sombreadas apresentaram

uma maior proporção de biomassa e N alocados para os grãos,

resultando em maiores índices de colheita de biomassa e N.

Esse efeito, garantiu um aumento na produção de grãos das

plantas sombreadas em comparação ao tratamento controle

(tabela 6). Neves et al. (1982) observaram que o

sombreamento foliar total durante o período reprodutivo,

promoveu uma maior remobilização do N das folhas para as

vagens de caupi.

A quantidade, a massa e a coloração dos nódulos tem

sido utilizados como medidas rápidas e baratas da fixação de

N2 (Buttery et al. 1992). Neste trabalho, a maior nodulação

apresentada pelas plantas inoculadas com a estirpe Hup- em

comparação com a estirpe Hup+ não correspondeu a uma maior

atividade da nitrogenase total ou a uma maior acumulação de

N nas plantas. Como observado anteriormente (Döbereiner et

a1. 1970; Duque et al. 1982; Neves et al. 1985), os nódulos
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formados pela estirpe Hup+ apresentaram uma elevada

atividade específica. Do mesmo modo, em trevo branco,

Cresswell et al. (1992) não obtiveram correlação entre a

massa e o número de nódulos e o acúmulo de matéria seca.

Esse autores sugeriram que algumas associações simbióticas

menos efetivas formam nódulos os quais apresentam um pequeno

volume de tecido infectado, demandando um aumento na

quantidade de tecido fixador de N 2. Resultados similares

foram também obtidos em amendoim por Rossum et al. (1993).

A classificação dos nódulos por tamanho e

coloração visou obter uma melhor correlação entre a

nodulação das plantas e a fixação de N 2. No entanto, a

distribuição percentual das classes de nódulos por tamanho,

ao longo do ciclo das plantas, não foi significativamente

afetada pela estirpe ou pelo sombreamento, sendo que, a

maior parte dos nódulos das plantas de soja (cerca de 80%)

apresentaram menos do que 3 mm em todos os períodos

amostrados (figura 5).

A classificação dos nódulos por coloração foi

feita somente nas classes de nódulos acima de 3 mm, uma vez

que, uma amostragem prévia mostrou que os nódulos de tamanho

inferior estariam em formação, em sua maioria ativos e

portanto, as diferenças na atividade da nitrogenase

observada entre os tratamentos seriam devido a atividade dos

nódulos maiores. Paralelamente, a amostragem de todos os

nódulos seria dificultada pelo grande número de nódulos em

cada tratamento. No entanto, não foi obtida boa correlação
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entre a atividade da nitrogenase total das plantas e a

distribuição percentual das classes de nódulos por

coloração, uma vez que, os nódulos dessas classes já estavam

em senescimento ou totalmente senescidos (figura 6),

sugerindo que, já aos 62 DAE, os nódulos responsáveis pela

fixação de N2 na soja inoculada com as estirpes CB 1809 e

29W têm de 1-3 mm. Na análise desses resultados, deve-se

considerar a possibilidade de ocorrência de alguma falha

metodológica, uma vez que o número de nódulos para a

classificação foi ainda bastante elevado, e

consequentemente, o tempo necessário para o processo de

classificação foi maior do que o desejado. Pode-se

ressaltar, porém, que o sombreamento das plantas retardou o

início do senescimento dos nódulos em ambas as simbioses,

discordando dos resultados de Melges et al. (1989), que

demonstram que a redução da luminosidade acelera o

senescimento dos nódulos

A variação da atividade da nitrogenase ao longo do

ciclo das plantas dependeram da estirpe de rizóbio e da

interação desta com o sombreamento (tabela 4). Sob

luminosidade total, as plantas inoculadas com a CB 1809

apresentaram taxa crescentes de ARA até o período de

enchimento de grãos, enquanto, a atividade da nitrogenase

das plantas inoculadas com a estirpe 29W foi reduzida, logo

após o período do florescimento. No sombreamento, as duas

estirpes apresentaram taxas crescentes de atividade da

nitrogenase durante o todo o período reprodutivo. Diversos
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trabalhos tem evidenciado a importância da manutenção da

fixação de nitrogênio após o florescimento, para a obtenção

de elevadas produções de grãos em leguminosas (Imsande 1989;

Boddey & Hungria 1990; Vessey 1992; Vikman & Vessey 1992).

Nossos resultados sugerem que o declínio na taxa de fixação

de N2 após o florescimento das plantas, observada por

diversos autores, é uma característica da estirpe de rizóbio

utilizada como inoculante. A manutenção de elevados níveis

de atividade da nitrogenase durante o período reprodutivo,

em plantas crescidas sob luminosidade reduzida, parecem

confirmar essa hipótese. Do mesmo modo, em feijão (Phaseolus

vulgaris) a taxa de senescência dos nódulos é, em grande

parte, afetada pela estirpe de Rhizobium (Boddey & Hungria

1990).

A acumulação de N e a produção de grãos da soja

refletiu a atividade dos nódulOs durante o período

reprodutivo. Summerfield & Lawn (1987) estimaram que em

plantas de soja o prolongamento da atividade dos nódulos por

uma semana, durante o período reprodutivo, pode aumentar o N

fixado em cerca de 50%. Uma nodulação precoce e um

senescimento tardio dos nódulos são critérios que têm sido

propostos para a seleção de estirpes (Kipe-Nolte & Vargas

1988; Boddey & Hungria 1990).

Sob luminosidade plena, a maior parte do N das

plantas inoculadas com a 29W (cerca de 80% do N da parte

aérea), foi acumulado durante o período vegetativo,

enquanto, as plantas inoculadas com a estirpe Hup+,
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duplicaram a quantidade de N na parte aérea, após o período

de florescimento (tabela 3). No sombreamento, as plantas

inoculadas com ambas as estirpes (Hup+ e Hup-) acumularam a

maior parte do N, após o florescimento. Consequentemente, o

efeito da inoculação da soja somente foi observado sob lumino-

sidade plena.

Sob luminosidade total, as plantas inoculadas com a

estirpe Hup+ produziram significativamente mais grãos e

acumularam mais N nas sementes do que as inoculadas com a

estirpe Hup-. Na análise desse resultados, deve-se

considerar que, o N assimilado nos estágios iniciais do

desenvolvimento das leguminosas está, em geral, ligado a

compostos estruturais dos quais não é facilmente retirado. O

nitrogênio fixado durante período reprodutivo das plantas,

parece concorrer mais efetivamente para o aumento no número

de vagens formadas e um melhor enchimento de grãos da soja

(Imsande 1989). Esses resultados ressaltam a necessidade da

manutenção dos nódulos ativos durante o período reprodutivo

para a obtenção de elevadas produções de grãos em plantas de

soja dependentes da FBN.

Os ureídos, alantoína e ácido alantóico, são a

prinicipal forma pela qual o N fixado biologicamente é

transportado dos nódulos de soja (Atkins 1991). O transporte

do N fixado como ureídos pode representar uma vantagem

energética para o sistema simbiótico devido a relação C/N

unitária desses compostos associada a sua menor energia de

síntese (Atkin et al. 1978; Thomas & Schrader 1981). Em
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condições de menor disponibilidade de carbono para os

nódulos, como em plantas crescidas em baixos níveis de

luminosidade ou durante período de formação de vagens, o

transporte do N como ureídos pode ser particularmente

vantajoso para a economia de carbono dos nódulos e

manutenção da fixação de N2.

Em soja, a proporção de N transportado sob a forma

de ureídos na seiva do xilema está positivamente

correlacionada com os níveis de fixação de N 2 (McClure &

Israel 1979; Herridge & Peoples 1990). Os resultados

recentes obtidos por Atkins (1992) demonstram haver estreita

interdependência metabólica entre a atividade da nitrogenase

e a síntese de ureídos nos nódulos. Desse modo, o conteúdo

de N-ureído na seiva xilemática pode representar uma medida

útil da proporção de N da planta proveniente da fixação de

N2 (Buttery et al. 1992). No presente trabalho, a porcentagem

de N-ureído na seiva acompanhou as variações na atividade da

nitrogenase. A maior porcentagem de N-ureídos transportado

na seiva do xilema de soja inoculada com a estirpe Hup+ no

tratamento controle após o florescimento das plantas,

refletiu o aumento na atividade total da nitrogenase e

concorda com os resultados obtidos em trabalhos anteriores

(Neves et al. 1985; Rumjanek et al. 1991).

Neves et al. (1985) observaram que a maior

porcentagem de N-ureído na seiva xilemática resultou em uma

melhor distribuição do N fixado e em um maior índice de

colheita de N das plantas. Nesse experimento não foi
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observada uma diferença significativa no índice de colheita

entre as duas simbioses, sendo a maior produção de grãos

observada nas plantas inoculadas com a estirpe Hup+,

provavelmente, resultado de uma maior fixação de N 2 durante

o período reprodutivo das plantas.

Diversos trabalhos tem demonstrado a relação entre

o metabolismo de hidrogênio e o metabolismo de ureídos nos

nódulos de soja e feijão (Neves et al. 1985; Hungria & Neves

1986; Hungria et al. 1989). Nossos resultados indicam que a

presença da hidrogenase parece estar associada a uma maior

eficiência da fixação de N 2 resultando em uma maior

quantidade de amônia disponível, assimilada em compostos de

baixa relação C/N, como os ureídos.
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4.6 - CONCLUSÕES

- O sombreamento das plantas reduziu a biomassa e nitrogênio

acumulado na parte aérea em ambas as simbioses, no entanto,

o índice de colheita em relação a biomassa e o índice de

colheita em relação ao nitrogênio das plantas aumentou com a

redução da luminosidade.

- As plantas sombreadas transportaram uma maior proporção de

N-ureído na seiva xilemática quando comparada às plantas

crescidas sob luminosidade plena.

Após o florescimento, as plantas crescidas sob

luminosidade plena e inoculadas com a estirpe Hup+

acumularam mais N na parte aérea, produziram mais grãos e

acumularam mais N nos grãos do que as plantas inoculadas com

a estirpe Hup-.

- Em plantas sombreadas, não houve diferença entre as

estirpes quanto ao acúmulo de matéria seca e N na parte

aérea, nem quanto a produção de grãos.
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5 - CAPÍTULO III

EFEITO DO SOMBREAMENTO NA FIXAÇÃO SIMBIÓTICA, ASSIMILAÇÃO E

TRANSPORTE DO NITROGÊNIO EM SOJA (Glycine max L.) INOCULADA

COM MUTANTES HUP+ E HUP- DE B. japonicum.
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5.1 - RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos utilizando plantas de soja

(Glycine max L. cv. Doko) inoculadas com a mutante PJ 17

(Hup-) da estirpe USDA 122 ou sua revertante isogênica PJ l7-

1 (Hup+) de B. japonicum que cresceram sob luminosidade plena

ou sombreadas (70% de sombreamento). No experimento 1, as

plantas inoculadas com a revertante Hup+ apresentaram redução

da massa nodular, menor acúmulo de matéria seca e nitrogênio

na parte aérea quando cresceram sombreadas. A atividade da

nitrogenase (ARA) dos nódulos formados com a mutante Hup- foi

significativamente aumentada pelo sombreamento, não sendo

esse efeito observado na revertante Hup+. As variações na

atividade específica da glutamina sintetase no citossol dos

nódulos refletiram as variações na atividade da nitrogenase.
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A atividade da glutamato desidrogenase foi maior nos nódulos

formados com a revertante Hup+ em ambos os tratamentos de

luz. Sob luminosidade plena, uma maior atividade específica

da uricase foi observada no citossol dos nódulos formados com

a revertante Hup+ e refletiram uma maior proporção de N-

ureído transportado na seiva xilemática nesse tratamento.

Maiores níveis de consumo de IMP (inosina 5- monofosfato) e

atividade da uricase no citossol dos nódulos assim como uma

maior porcentagem de N-ureídos na seiva xilemática foram

observados em plantas sombreadas. O efeito do sombreamento na

síntese e no transporte de ureídos foram, porém, mais

pronunciados em plantas inoculadas com a mutante Hup-. No

experimento II observou-se um marcado aumento da eficiência

relativa da nitrogenase nos nódulos formados com a mutante

Hup- com a redução da luminosidade. Houve uma correlação

positiva entre a ER e a proporção de N-ureído transportados

na seiva xilemática das plantas inoculadas com a mutante Hup-

que cresceram sombreadas. Os resultados confirmam a relação

entre a ER da nitrogenase e o transporte de N-ureído na

seiva das plantas de soja, e mostram que sob sombreamento, os

nódulos formados pela Hup- aumentaram a ER, possivelmente

mudando a alocação de elétrons disponíveis para a nitrogenase

do H+ para a redução do N2.
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5.2 - INTRODUÇÃO

O sistema nitrogenase cataliza simultaneamente as

reduções de nitrogênio molecular à amônio e de prótons à

hidrogênio (Schubert & Evans 1976; Smith et al. 1976). A

evolução de hidrogênio pelos nódulos consome 25% ou mais do

poder redutor e energia utilizados pela nitrogenase, sem

nenhum benefício aparente para o sistema simbiótico (Yates

1988). Alguns organismos fixadores de N 2 possuem um sistema

de oxidação do hidrogênio (Hup) catalizado pela hidrogenase,

capaz de reciclar o H2 produzido pela nitrogenase via cadeia

respiratória. As estirpes de Bradyrhizobium capazes ou

incapazes de oxidar o H2 tem fenotipos Hup+ e Hup-,

respectivamente. Recentemente, Van Berkum (1990) descreveu um

terceiro fenótipo Hup regulado pelo hospedeiro (Hup-hr). Esse
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fenótipo foi caracterizado pela capacidade apresentada por

algumas estirpes de Bradyrhizobium de expressar a atividade

da hidrogenase quando inoculada em caupi (Vigna unguiculata

cv. Califórnia Black-eye five) mas não inoculadas em soja

(Glycine max cv. Williams).

Dixon (1972) propôs três mecanismos pelos quais a

presença da hidrogenase em nódulos poderia aumentar a

eficiência da fixação biológica de nitrogênio: (i) a presença

do sistema hidrogenase nos nódulos poderia recuperar parte do

poder redutor e ATPs gastos durante a redução do N2

aumentando significativamente a eficiência do processo de

fixação do nitrogênio; (ii) a oxidação do H 2 pela hidrogenase

nos nódulos poderia representar mecanismo de proteção

respiratória da nitrogenase, uma vez que, em sistemas

fixadores de N2 aeróbicos, a oxidação do H2 está acoplado,

através da cadeia transportadora de elétrons, à redução do

O2. Em estudos mais recentes, Witty et al. (1987) propuseram 

um modelo no qual o suprimento de O 2 para os bacteróides é

controlado por uma barreira de difusão de O 2 variável. Esta

barreira manteria o balanço entre o fluxo de oxigênio na

região bacteroidal e seu requerimento respiratório (Minchin

et al. 1988), portanto, embora a hidrogenase possa contribuir

para a proteção da nitrogenase da inativação pelo O 2, não

representa o mecanismo primário para sua proteção (Arp 1992);

(iii) a oxidação do H2 poderia proteger a nitrogenase da



86

inibição pelo H2, Arp (1992) sugeriu que a oxidação do H2 nos

nódulos representa um importante mecanismo de proteção da

nitrogenase contra a inibição pelo hidrogênio.

Paralelamente, alguns autores tem sugerido que o

metabolismo de H2 nos nódulos está ligado a outras

características genéticas como a capacidade de nodulação

(Brewin et al. 1980), a eficiência nodular (Hungria & Neves

1987), a fixação de CO 2 nos nódulos (Arima 1981), a produção

de rizobitoxina e a composiçao de polissacarídeos extracelulares

(Minamisawa 1989) e ao metabolismo de ureídos nos nódulos

(Hungria & Neves 1987).

A avaliação dos benefícios promovidos pela

hidrogenase tem sido baseada em comparações da fixação de

nitrogênio e o crescimento do macrossimbionte inoculado com

estirpes Hup+ e Hup-. Evans et al. (1985) calcularam que

cerca de 70% de todos os experimentos descritos mostraram que

a atividade da hidrogenase teve um efeito positivo no acúmulo

de matéria seca ou nitrogênio total fixado das plantas. Em

uma comparação feita, recentemente, com 92 isolados Hup+ e

Hup- de B. japonicum não foi observada relação significativa

entre o fenótipo Hup+ e a acumulação de N em plantas

crescidas em casa-de-vegetação (Fuhrmann 1990). A

interpretação dos resultados utilizando estirpes ou grupos de

estirpes Hup+ e Hup- é complicada devido a interferência de

outras diferenças genéticas, além da presença da hidrogenase



87

que podem afetar a simbióse. A utilização de mutantes

isogênicas Hup+ e Hup- de rizóbio como inoculantes permite

uma melhor avaliação das vantagens da reciclagem de H 2 sobre

a fixação de nitrogênio e o crescimento das leguminosas

(Eisbrenmer & Evans 1983). Evans et al. (1985) utilizando

mutantes isogênicas Hup+ e Hup- de B. japonicum observaram um

maior acúmulo de matéria seca e nitrogênio em plantas de soja

inoculadas com a estirpe Hup+. Drevon et al. (1987), em

cultivo hidropônico, observaram um efeito negativo da

inoculação com a revertante Hup+ (PJ 17-l) em comparação com

a mutante Hup- (PJ 17) no acúmulo de matéria seca na parte

aérea de soja, devido a deficiência de O2 nos nódulos

decorrente do sistema de cultivo. Utilizando o mesmo par

isogênico, Hungria et al. (1989) observaram que a inoculação

com a revertante Hup+ promoveu um maior acumulo de nitrogênio

em plantas de soja, durante o período de florescimento. Esses

resultados controverses podem ser, em parte, atribuídos a

complexidade do sistema sujeito a interferências de fatores

ambientais, tais como: a temperatura (Rainbird et al. 1983);

a pO2 no ambiente do nódulo (Drevon et al. 1982; Drevon &

Salzac 1984; Godfroy & Drevon 1991); os níveis de irradiância

(Bethlenfalvay & Phillips 1979; Nelson 1983); o comprimento

do fotoperíodo (Murphy 1986). Van Soom e colaboradoes (1993)

sugeriram que a avaliação dos efeitos benéficos do fenótipo

Hup+ sobre o crescimento da planta, deve ser realizada
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através de experimentos de longa duração, em condições ótimas

para o crescimento vegetal.

A presença da hidrogenase nos nódulos parece

alterar a assimilação do nitrogênio fixado em nódulos de

soja, devido ao aumento na fixação de N 2, podendo também,

afetar a forma pelo qual o nitrogênio fixado é transportado

dos nódulos para a parte aérea, via seiva xilemática

(Minamisawa et al. 1981). Em uma série de estudos sobre o

efeito da inoculação de soja com grupos de estirpes Hup+ e

Hup- de B. japonicum foi observado que a taxa de transporte

de nitrogênio fixado de raízes de plantas noduladas por

estirpes Hup+ foi maior do que aquelas noduladas por estirpes

Hup- (Minamisawa et al. 1983). Usando grupos de estirpes Hup+

e Hup- de Rhizobium phaseoli como inoculante para várias

cultivares de feijão (Phaseolus vulgaris), Hungria & Neves

(1987) observaram uma correlação positiva entre a porcentagem

de N-ureídos na seiva xilemática e a eficiência relativa da

nitrogenase. Hungria et al. (1989) observaram que além de

promover uma maior fixação de N 2, a inoculação de soja cv.

Santa Rosa, com a revertante Hup+ (PJ 17-1) de B. japonicum

aumentou a sintese e o transporte de N-ureído na seiva

xilemática em comparação com a mutante Hup- (PJ 17). Herridge

& People (1990) não observaram correlação entre a eficiência

relativa das estirpes de B. japonicum inoculadas em soja cv.

Lincoln e a composição da seiva xilemática das plantas. Neves
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et al. (1985) observaram diferenças entre as estirpes na

composição da seiva xilemática em plantas quando cutivadas no

campo, entretanto, essas diferenças não ocorreram quando as

plantas foram cultivadas em casa-de-vegetação. Esses autores

sugeriram que a luminosidade pode interferir no efeito da

estirpe na composição da seiva xilemática da soja.

Nesse trabalho, foi estudado o efeito da presença

da hidrogenase na fixação de N 2, no metabolismo do nitrogênio

nos nódulos e na proporção de nitrogênio transportado como

ureídos na seiva xilemática, e sua possível relação com o

sombreamento durante o período de florescimento da soja.
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5.3 - MATERIAL E MÉTODOS

Foram conduzidos dois experimentos no

CNPAB/EMBRAPA, Itaguaí, RJ, nos períodos de abril a junho de

1989 e outubro a dezembro de 1990. Utilizou-se soja (Glycine

max L.) cultivar Doko, inoculada com B. japonicum mutante

Hup- (PJ-17) da estirpe USDA DES 122 e sua revertante

isogênica Hup+ (PJ 17-1) (Lepo et al. 1981). As bactérias

foram crescidas em meio definido de Vincent (1970) à 29ºC

por 7 dias, com agitação. As sementes foram esterilizadas

com HgCl2 0,2% (Vincent 1970). A inoculação foi feita aos 7

dias após a emergência (DAE), colocando-se 1ml de inoculante

(cerca de 108 células) por plântula.

No experimento 1, foram usados vasos plásticos com

capacidade de 3,5 l, preenchidos com o horizonte superficial

do solo PVA série Itaguaí, incorporado com o equivalente a

0,5% de palha triturada de Brachiaria.

Por ocasião da semeadura foram colocadas 4

sementes pré-germinadas/vaso cobrindo-se em seguida com uma

fina camada de solo. As plantas foram mantidas até os 10 DAE

em casa-de-vegetação quando, então foram transferidas para o

ar livre. Nessa ocasião, foi feito o desbaste deixando-se 2

plantas/vaso. O sombreamento dos vasos foi obtido através da

cobertura das mesas com uma tela Sombrite (70% de sombreamen-

to). A intensidade luminosa foi determinada por um radiômetro

Li-cor mod. SB 190, costatando-se que a média do



91

tratamento sombreado correspondia a 32,7% da luminosidade

total, a qual sera referida como 30% da luminosidade

fotossinteticamente ativa. Para que se obtivesse

uniformidade da temperatura radicular entre os tratamentos,

cada vaso foi embutido em outro (com capacidade de 10 l)

preenchendo-se os espaços vazios com areia mantida

permanentemente úmida durante todo o decorrer do

experimento. Diarimente, a temperatura radicular foi medida,

sendo constatado que esta não ultrapassou 31°C com diferença

de aproximadamente 2ºC entre os dois níveis de luminosidade.

No experimento II, foram utilizados vasos de 10 l

preenchidos com solo, de forma similar ao experimento

anterior. Os vasos foram mantidos durante todo o período,

imersos em tanque com água corrente afim de se manter a

temperatura uniforme entre os tratamentos, sendo costatado

que a temperatura dos vasos (5 cm de prof.) não ultrapassou

30°C com diferença de aproximadamente 2ºC entre os dois

níveis de luminosidade. O sombreamento dos vasos foi feito

de modo similar ao experimento anterior.

O delineamento experimental utilizado em ambos os

experimentos foi o de parcelas subdivididas, onde as

parcelas representaram os níveis de luminosidade e as

subparcelas as estirpes, com 3 repetições.

As coletas foram realizadas aos 47 dias após a

emergência, no experimento I e aos 50 dias após a

emergência, no experimento II (ambos no período de

florescimento).
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Análises

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

Separou-se a parte aérea da raiz na altura do nó

cotiledonar e ambos foram colocados em estufa (60-70°C), até

atingir peso constante. Em seguida, foram pesados e moídos a

0,84 mm (20 mesh). As análises de N-total da parte aérea e

raízes foram determinadas pelo método semimicroKjeldhal

segundo Liao (1981) seguida de destilação e titulação segundo

Bremner & Edwards (1965).

- Atividade da nitrogenase

A evolução de H2 foi determinada em raízes

noduladas destacadas incubadas em frascos de 250 ml. Os

frascos foram fechados hermeticamente com rolhas do tipo

"suba seal" incubados por 10 minutos à temperatura ambiente.

Foram retiradas alíquotas (0,5 ml) da fase gasosa que foram

analisadas em um analisador de H 2 de alta sensibilidade

construído conforme descrito por Layzell et al. (1984).

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo

método de redução de acetileno (ARA) em raízes destacadas

(Mague & Burris 1972). Após a determinação do H 2 evoluído,

injetou-se 30 ml de C2H2 aos frascos incubando-se por 10

min. A leitura do etileno produzido foi feita em um
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cromatógrafo de gases Perkin Elmer F 11, com detector por

ionização de chama, contendo coluna de Poropak N (80-100

mesh) e operada a 400C utilizando N2 como gás de arraste a

um fluxo de 40 ml.min-1.

A eficiência relativa dos elétrons destinados à

nitrogenase foi calculada pelo parâmetro de Schubert & Evans

(1976).

ER = l-([H2]/[C2H4]

- Coleta e análise do exsudato xilemático

Para coleta do exsudato xilemático, as plantas

foram cortadas na altura do no cotiledonar. A superfície do

corte foi lavada com água destilada e seca com papel

absorvente e conectada a uma bomba de vácuo. A seiva

xilemática foi coletada em tubos do tipo 'vacuntainer' (5

ml) durante 10 minutos e imediatamente congelada, sendo

mantida à -20ºC até o momento das análises.

Os compostos nitrogenados foram determinados em

alíquotas de 10 µl de seiva. A concentração de N-ureído na

seiva xilemática foi determinado pelo método colorimétrico

de Vogels & van der Drift (1970). A determinação da

concentração de N-total na seiva foi feita pelo método

microkjeldahl seguido de análise colorimétrica (Boddey et

al. 1987).
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- Determinações das atividades enzimáticas no citosol dos

nódulos

A preparação do citossol dos nódulos foi feito

segundo Farnden & Robertson (1980). O sobrenadante do

homogeneizado de nódulos obtido após centrifugação à 30.000

g por 30 minutos, foi passado em uma coluna de dessalinização

com Sephadex G-25 equilibrada com tampão de ensaio da

respectiva enzima.

A atividade da glutamina sintetase (G.S.) foi

determinada em ensaio biossintético de Elliot (1955). A

atividade da glutamato desidrogenase (GDH) foi determinada

pelo método de Duke & Ham (1976). A atividade da glutamato

sintase (GOGAT) foi determinada pelo método de Boland &

Benny (1977). Todos os ensaios foram feitos como descrito

por Farnden & Robertson (1980). A atividade da uricase foi

determinada segundo Schubert (1981). A determinação do

consuma de IMP foi feita pelo método de Atkins et al. (1980)

modificado (Marinho et al. 1989). Foi utilizado um

cromatógrafo líquido (HPLC) Varian 5000 com detector de UV à

254 nm e integrador Varian 4270; uma coluna de fase reversa

C-18 e como fase móvel uma solução de acetato de amônia 1mM

(pH 4,8) com fluxo de 1 ml/min.
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5.4 - RESULTADOS

5.4.1. - Experimento I

- Fixação de N2 e crescimento das plantas

Com ambas as mutantes (Hup+ e Hup-), níveis

similares de atividade da nitrogenase (ARA), foram observados

em plantas expostas à luminosidade total. Nesse tratamento,

também não foram observadas diferenças significativas entre

as duas mutantes quanto ao peso de nódulos ao acúmulo de

matéria seca e de N na parte aérea (tabela 1).

Com o sombreamento das plantas, a atividade total

da nitrogenase dos nódulos formados com a mutante Hup-

aumentou cerca de 48% em relação ao tratamento controle (não

sombreado), diferindo significativamente da atividade dos

nódulos formados com a revertante Hup+. Houve uma tendência

de aumento (embora não significativa) na ARA específica das

plantas submetidas ao sombreamento. As plantas sombreadas e

inoculadas com a revertante Hup+ apresentaram uma redução na

massa de nódulos e, paralelamente, um menor acúmulo de

matéria seca e N na parte aérea. Não houve efeito

significativo do sombreamento na nodulação, no acúmulo de

matéria seca e de N na parte aérea de plantas inoculadas com

a mutante Hup-.
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Tabela 1 - Peso de nódulos (g/planta), atividade da

nitrogenase (µmol/h.planta), acúmulo de matéria seca

(g/planta) e nitrogênio (mg N/planta) na parte aérea de

soja cv. Doko no período do florescimento, inoculada com

mutantes Hup+ e Hup- de B. japonicum (experimento 1).

Valores (em cada coluna) seguidos de mesma letra não

diferem à P=0,05.

Mutantesa                           Peso     Peso da    N parte
total específica  nódulos  parte aérea  aérea

Luminosidade total

Hup+ 14,9 ab    38,7n.s      0,40 a 6,0 a  183,l a

Hup-       13,5 b       30,5       0,43 a    6,l a      169,2 a

Sombreamento (30% da luminosidade total)

Hup+ 10,80 b     39,6 0,29 b 4,4 b 130,8 b

Hup- 19,92 a    43,4 0,56 a 5,6 a 159,4 ab

cv% 29,4   29,9       12,5       8,6         9,0

a Mutante PJ 17 (Hup-) da estirpe USDA DES 122 de B.

japonicum e sua revertante PJ 17-l (Hup+).
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- Enzimas de assimilação do nitrogênio

A atividade específica da GS no citosol dos nódulos

não diferiu significativamente entre as estirpes em plantas

que cresceram expostas à luminosidade total (tabela 2). O

sombreamento induziu aumentos na atividade da GS,

independentemente da estirpe inoculada, sendo o efeito da

redução da luminosidade na atividade da GS, cerca de 37%

maior nos nódulos formados com a mutante Hup- em comparação

com a revertante Hup+.

A atividade específica da GOGAT não foi

significativamente afetada pela luminosidade nem pela

inoculação com as mutantes Hup. No entanto, os níveis de

atividade da GOGAT observados no citossol dos nódulos foram

muito baixos e com elevado coeficiente de variação dos dados

(tabela 2).

A atividade específica da GDH foi

significativamente maior em nódulos formados com a revertante

Hup+ em comparação com a mutante Hup- em ambos os tratamentos

de luminosidade (tabela 2).

- Sintese e transporte de ureídos

O efeito da estirpe de rizóbio e do sombreamento na

síntese e transporte de ureídos na seiva xilemática das

plantas pode ser observado na tabela 3. As plantas que
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Tabela 2 - Atividades específicas das enzimas glutamina

sistetase (GS), glutamato sintase (GOGAT) e glutamato

desidrogenase (GDH) no citossol dos nódulos de soja

formados pelas mutantes Hup+ e Hup- no período do

florescimento (experimento 1). Valores (em cada coluna)

seguidos de mesma letra não diferem à p=0,05. n.s. não

significativo.

Mutantesa   GS   GOGAT      GDH

------(umol min-l peso freco de nód.)------

Luminosidade total

Hup+ 9,6 c      0,11 "**

Hup- 10,0 bc 0,17

Sombreamento (30% da luminosidade total)

0,99 a

0,48 b

Hup+ 11,8  b  0,18

Hup- 15,9 a 0,09

1,l a

0,6 b

cv% 6,7 37,9 11,6

a Mutante PJ 17-1 (Hup-) da estirpe USDA DES 122 de B. japonicum 

e sua revertante PJ 17 (Hup+)



99

Tabela 3 - Consumo de IMP e atividade específica de uricase

no citossol dos nódulos porcentagem de N-ureído

transportados na seiva xilemática de soja inoculada com

mutantes Hup+ e Hup- no período de florescimento

(Experimento 1). Valores (em cada coluna) seguidos de mesma

letra não diferem à p=0,05.

Mutantesa      Consumo de IMP    Uricase     % N-ureído na seiva
xilemática

--(µmol. min-1. g nód. -l)--

Luminosidade total

Hup+ 1,8 b 4,3 b

Hup- 1,8 b 2,6 c

Sombreado (30% da luminosidade total)

52,8 ab

43,0 b

Hup+ 3,2 a 6,5 a 54,6 a

Hup- 2,l ab 5,7 a 60,2 a

cv% 25,3 9,8   19,9

a Mutante PJ 17 (Hup-) da estirpe USDA DES 122 de B. japonicum

e sua revertante PJ 17-1 (Hup+).
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cresceram expostas a luminosidade plena não diferiram

significativamente quanto ao consumo de IMP no citossol dos

nódulos, no entanto, a atividade específica da uricase foi

significativamente maior nos nódulos formados com a

revertante Hup+ em comparação com a mutante Hup-. Essa

diferença na atividade da uricase entre as duas mutantes

refletiu na proporção de N-ureído transportado na seiva

xilemática. A porcentagem de ureídos na seiva foi cerca de

20% maior em plantas inoculadas com a revertante Hup+ quando

comparada a mutante Hup- no tratamento não sombreado.

No sombreamento, houve um aumento significativo

tanto no consumo de IMP quanto na atividade específica da

uricase no citossol dos nódulos. Paralelamente, uma maior

porcentagem de N-ureído foi transportada na seiva xilemática

das plantas. O efeito de indução na síntese e aumento na

porcentagem de ureídos na seiva devido ao sombreamento foi

mais acentudado em plantas inoculadas com a mutante Hup-.

5.4.2. - Experimento II

Resultados essencialmente similares aos

apresentados anteriormente foram obtidos no segundo

experimento, no qual, avaliou-se o efeito do sombreamento na

ER da nitrogenase na proporção de nitrogênio transportado

como ureídos na seiva do xilema. No entanto, os resultados
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dos experimentos não são diretamente comparáveis entre si,

devido as diferentes épocas em que foram cultivadas as

plantas nos dois experimentos.

Novamente, não foram observadas diferenças

significativas entre as mutantes Hup+ e Hup- na atividade da

nitrogenase e no acúmulo de matéria seca na parte aérea de

plantas expostas à luminosidade total (tabela 4). Nesse

tratamento, o peso de nódulos das plantas inoculadas com a

mutante Hup- foi significativamente maior em comparação com a

revertante Hup+. No sombreamento, não hove diferenças entre

as duas mutantes na ARA, no peso de nódulos e da parte aérea.

Houve interação da luminosidade com as mutantes de B.

japonicum na ER da nitrogenase (figura 1). Independentemente,

da luminosidade os nódulos formados com a revertante Hup+

reciclaram praticamente todo o H 2 produzido pela nitrogenase.

Os nódulos formados com a mutante Hup- apresentaram baixa

eficiência relativa (ER=0,35) quando as plantas cresceram

expostas à luminosidade plena, entretanto, no sombreamento

houve uma menor evolucao de H 2 que refletiu em um aumento na

ER para 0,75.

Da mesma forma, em plantas expostas à luminosidade

total, uma maior proporção de ureídos na seiva xilemática foi

observada em plantas inoculadas com a revertante Hup+ em

comparação com a mutante Hup-. No sombreamento, o aumento na

ER observado nas plantas inoculadas com a mutante Hup- foi

acompanhado por um aumento significativo na proporção de

nitrogênio transportado como ureídos na seiva do xilema, não
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Tabela 4 - Peso de nódulos (g/planta), matéria seca

acumulada na parte aérea (g/planta) e atividade da

nitrogenase total (µmol/h.planta); atividade da nitrogenase

específica (µmol/h.g nód.) em plantas de soja inoculada com

mutantes Hup+ e Hup- no período de florescimento

(experimento II). Valores (em cada coluna) seguidos de

mesma letra não diferem à p=0,05. n.s. não significativo.

Mutantes ARA total Peso Peso parte
específica nódulos aérea

Luminosidade total

Hup+ 10,4 n.s. 72,3 n.s.    0,15 b 1,l n.s.

Hup- 11,l 44,9 0,24 a 1,3

Sombreado (30% da luminosidade total)

Hup+ 8,3

 10,1

82,4

61,5

0,ll  b

0,17  ab

1,0

1,1

cv % 33,9 38,l 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) Eficiência relativa da FBN, e (B) porcentagem de
N-ureído na seiva xilemática de soja cv. Doko cultivada sob
luminosidade total ou sombreada (70% de sombreamento), inoculada com
mutantes Hup+ e Hup- de B.japonicum Barras verticais com mesma
letra em cada quadro, não diferem à P=0,05.
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diferindo das plantas inoculdas com a revertante Hup+ (figura 1).

Uma correlação positiva (r=0,884) entre a ER e a

porcentagem de N-ureído na seiva xilemática das plantas

inoculadas com a mutante Hup- foi observada (figura 2).
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Figura 2 - Correlação entre a eficiência relativa e a
porcentagem de N-ureído na seiva xilemática de soja cv.
Doko cultivada sob luminosidade plena ou sombreada,
inoculada com a mutante Hup- de B. japonicum.
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5.5 - DISCUSSÃO

A redução da luminosidade resulta numa diminuição da

disponibilidade de fotossintatos que pode limitar a formação

e o crescimento dos nódulos. Em ambos os experimentos, não

foi observado efeito da luminosidade na atividade específica

da nitrogenase (umol C 2H4.h
-1.g nod.-1), sugerindo que a

atividade da enzima não foi limitada pela menor

disponibilidade de fotossintatos no tratamento sombreado

(tabelas 1,4). Drevon et al. (1991) observaram que em

condições sub-ótimas de intensidade luminosa, os baixos

níveis de fixação de nitrogênio foram devidos a menor massa

nodular e não a menor atividade dos nódulos. Resultados

semelhantes foram obtidos anteriormente por Farnham e

colaboradoes (1986). No experimento I, o efeito do

sombreamento na nodulação da soja somente foi observado em

plantas inoculadas com a revertante Hup+, sendo que, a menor

nodulação observada nesse tratamento foi acompanhado por um

menor acúmulo de matéria seca e de N na parte aérea das

plantas (tabela 1).

Em plantas exportadoras de ureídos, como a soja, ha

um elevado requerimento de glutamina utilizada como substrato

para a síntese de ureídos (Oaks & Hirel 1985). Nessas plantas

elevados níveis de atividade de GS no citossol dos nódulos

são observados (Robertson et al. 1975; Oaks & Hirel 1985). A

alta atividade da GS no citossol dos nódulos, associada à
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grande afinidade por amônia apresentada por essa enzima,

resulta em uma rápida remoção do NH 4
+ no citoplasma da planta

facilitando a difusão de NH 4
+ do bacteróide (Döbereiner &

Burris 1977) e em um aumento na taxa de nitrogênio total

exportado para a parte aérea (Hungria et al. 1991). A redução

da luminosidade induziu a um aumento significativo na

atividade específica da GS no citossol dos nódulos tanto na

mutante Hup- como na Hup+ (tabela 2). O efeito da redução da

luminosidade na atividade da GS, entretanto, foi mais

acentuado nos nódulos formados com a mutante Hup- refletindo,

provavelmente, o aumento na atividade da nitrogenase ocorrido

nessa simbiose. A assimilação inicial do nitrogênio fixado

simbioticamente em aminoácidos resulta da ação combinada da

GS e da GOGAT (McGrath & Coruzzi 1991). Para a operação do

sistema GS/GOGAT níveis similares de atividade dessas enzimas

são esperados. No entanto, os níveis de atividade da GOGAT

foram inferiores aos níveis de GS e da GDH. Robertson et al.

(1975) sugeriram que a atividade da GOGAT, determinada nos

ensaios, pode ser menor do que a atividade presente in vivo,

devido a instabilidade da enzima e a presença de inibidores

no citossol dos nódulos. A atividade da GOGAT no citossol dos

nódulos apresentou um elevado coeficiente de variação

indicando, provavelmente, a ocorrência de uma falha

metodológica. A atividade da GDH no citossol dos nódulos não

foi afetada significativamente pelo tratamento de

luminosidade. A GDH apresentou níveis mais elevados de

atividade nos nódulos formados pela revertante Hup+. A
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relação entre a atividade da GDH no citossol dos nódulos e a

presença da hidrogenase no bacteróide não foi estabelecida,

no entanto, vários autores sugerem que essa enzima não esta

envolvida com a assimilação primaria da amônia proveniente da

FBN.

Os ureídos, alantoína e ácido alantóico, são a principal

forma pela qual o N fixado biologicamente é transportado dos

nódulos de soja (Matsumoto et al. 1977; Herridge et al. 1978;

Atkins 1991). A síntese de ureídos, envolve a síntese de IMP

através das enzimas da síntese de purina e sua posterior

degradação até alantoína e ácido alantóico (Fujihara &

Yamaguchi 1978; Schubert 1981; Atkins et al. 1982; Atkins

1991).

O efeito da luminosidade reduzida e

consequentemente, da menor disponibilidade de carbono para as

plantas, no metabolismo de nitrogênio das raízes tem sido

demonstrado. Sob condições limitantes de carbono, plantas

supridas com amônia, assimilam o nitrogênio em compostos

orgânicos de baixa relação C/N, como as amidas (Fernandes,

1983;1990) e em situações extremas, os ureídos representam um

mecanismo de desintoxicação por amônia (Reinbothe & Mothes

1962). Hungria et al. (1985) observaram que a redução de 25%

na luminosidade total aumentou a proporção de N-ureído

transportado na seiva xilemática de plantas de feijão

(Phaseolus vulgaris) inoculadas com rizóbio. No presente

estudo, a redução da luminosidade induziu a síntese e

aumentou a porcentagem de ureídos transportados na seiva
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xilemática em ambas as associações, no entanto, esse efeito

foi mais acentuado na mutante Hup-. O transporte do N fixado

sob a forma de ureídos pode representar uma vantagem

energética para o sistema simbiótico, devido a relação C/N

unitária desses compostos associada a sua menor energia

requerida na síntese (Atkins et al. 1978; Thomas & Schrader

1981). Desse modo, o efeito do sombreamento na composição da

seiva xilemática pode ser atribuído a uma adaptação da

simbiose à menor disponibilidade de carbono.

A presença da hidrogenase, em estirpes de rizóbio,

tem sido apontada como um fator capaz de aumentar a

eficiência dos nódulos, uma vez que este sistema pode oxidar

o H2 evoluído, utilizando elétrons na produção de ATPs

(Emerich et al. 1979; Evans et al. 1983). A ER é definida com

sendo a proporção de elétrons alocados para a redução do N2

em relação ao fluxo total de elétrons disponíveis para a

nitrogenase (Schubert & Evans 1976). Os organismos que

possuem o sistema hidrogenase ativo (Hup+) apresentam os

valores de ER superestimados, em virtude da oxidação pela

hidrogenase do H 2 produzido durante a redução do N2. Os

nódulos formados por estirpes Hup- responderam ao

sombreamento e consequentemente, à menor disponibilidade de

carbono com uma mudança na alocação de elétrons disponíveis

para a nitrogenase do H+ para a redução do N2, aumentando a

ER. Os resultados do segundo experimento, mostram que com o

sombreamento das plantas ocorreu um marcado aumento na ER da

mutante Hup- em relação ao controle. Nelson (1983) também
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observou um aumento significativo na ER de isolados Hup- de

R. leguminosarum quando inoculados em plantas crecidas em

baixos níveis de irradiância.

Em soja, a proporção de nitrogênio transportado sob

a forma de ureídos na seiva xilemática está positivamente

correlacionada com os níveis de fixação de N 2 (McClure &

Israel 1979). Os resultados obtidos por Atkins et al. (1992)

indicam haver uma estreita interdependência entre a atividade

da nitrogenase e a síntese de ureídos, possivelmente, mediada

pelo metabolismo respiratório. Do mesmo modo, o metabolismo

do hidrogênio (atividade da hidrogenase e/ou eficiência na

alocação de elétrons destinados à nitrogenase) parece também

estar relacionado com o metabolismo do N-ureído nos nódulos.

No entanto, a relação bioquímica entre esses dois metabolismo

não foi ainda estabelecida. A inoculação de soja com dois

grupos de estirpes, um com elevada ER e outro com baixa ER,

mostrou que as estirpes eficientes transportaram uma maior

proporção de N-ureído na seiva do xilema (Neves et al. 1985).

Hungria & Neves (1987) observaram uma correlação altamente

positiva (0,903) entre a ER e a porcentagem de N-ureídos na

seiva xilemática de feijão (Phaseolus vulgaris). Os

resultados dos experimentos I e II mostram que as plantas

inoculadas com a revertante Hup+, quando expostas à

luminosidade total, transportaram uma maior porcentagem de N-

ureído na seiva em comparação com plantas inoculadas com a

mutante Hup-, confirmando os resultados obtidos por Hungria

et al. (1989). Entretanto, a diferença entre a mutante Hup- e
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a revertante Hup+ na porcentagem de N-ureído na seiva somente

foi observada em plantas que cresceram sob luminosidade

plena. Com a redução da luminosidade as plantas inoculadas

com a mutante Hup- apresentaram um aumento significativo na

eficiência da fixação de N 2 ocorrendo, provavelmente, um

aumento na quantidade de amônia disponível para a GS. Este

grupo de plantas, respondeu a esses dois fatores com uma

indução na síntese de ureídos e com um aumento na proporção

desses compostos transportados na seiva xilemática para a

parte aérea. O aumento na proporção de nitrogênio

transportados como ureídos ocorrido nessa simbiose representa

um mecanismo de conservação de esqueletos de carbono que

seriam utilizados para manter elevados níveis de fixação de

nitrogênio. Nas plantas inoculadas com a revertante Hup+ e

submetidas ao sombreamento, não houve aumento significativo

no N-ureído transportado, talvez porque os níveis

apresentados por essas plantas no tratamento controle já

fossem bastante elevados. Esses resultados podem, em parte,

explicar as dificuldades na interpretação dos dados da

literatura referentes ao efeito das estirpes de rizóbio na

composição da seiva das plantas (Thomas et al. 1983; Neves et

al. 1985; McClure et al. 1980; Herridge & People 1990). No

sombreamento, ocorreu um aumento na ER das estirpes Hup- e,

consequentemente, uma maior proporção de N-ureído seja

transportada na seiva xilemática. A correlação positiva

obtida entre a ER e a porcentagem de ureídos na seiva das

plantas inoculadas com a mutante Hup- parecem confirmar essa
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hipótese. Outros estudos deverão ser feitos visando

determinar os níveis críticos de luminosidade necessários

para o cultivo das plantas em condições de casa-de-vegetação

e fitotrons para a avaliação do efeito de estirpes Hup+ e

Hup- na composição da seiva xilemática.
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5.6. - CONCLUSÕES

- A revertante Hup+ apresentou elevada ER em ambos os

tratamentos: sombreado e luminosidade plena, enquanto, a

mutante Hup- apresentou baixa ER nas plantas à plena luz e

aumentou a ER no sombreamento.

- A atividade da GS no citosol dos nódulos refletiu as

variações na atividade da nitrogenase e a proporção de N-

ureído na seiva xilemática.

- O sombreamento das plantas aumentou a atividade da GS, a

síntese e o transporte de ureídos na seiva xilemática. Esse

efeito foi mais acentuado nas plantas inoculadas com a

mutante Hup-.

- O sombreamento das plantas afetou mais negativamente a

nodulação das plantas inoculadas com a revertante Hup+ do que

as inoculadas com a mutante Hup-.

- A inoculação com a revertante Hup+ induziu a síntese de

ureídos e aumentou sua proporção na seiva de soja no

tratamento controle.



114

- Uma correlação positiva foi observada entre a ER e a

porcentagem de N-ureído., em plantas inoculadas com a mutante

Hup-.
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6 - CONCLUSÕES GERAIS

- Soja cv. Doko inoculada com a estirpe CB 1809 (Hup+) de B.

japonicum fixou mais N 2 do que quando inoculada com a

estirpe 29W (Hup-) de B. elkanii.

- A inoculação da soja com a estirpe Hup+ aumentou a

produção de grãos e o total de N acumulado nos grãos quando

comparada a estirpe Hup-.

- A proporção relativa de N-ureído no exsudato xilemático

da soja cv. Doko, durante o período reprodutivo, refletiu a

eficiência da fixação de N 2, podendo ser utilizado como

parâmetro para a avaliação FBN.
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- A presença do sistema hidrogenase ativo (Hup+) nos nódulos

parece estar associada manutenção de elevados níveis de

fixação de N2, durante o período reprodutivo da soja cv.

Doko. A manutenção da FBN nessa fase foi também dependente

da luminosidade.

- Os índices de colheita de biomassa e de N foram aumentados

pelo sombreamento das plantas e pela inoculação da soja com

a estirpe CB 1809 de B. japonicum.

- Os programas de seleção de estirpes de rizóbio, visando o

aumento na produção de grãos na soja, devem considerar a

eficiência da fixação de N 2 e o transporte do N-fixado

durante o período reprodutivo.
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8 - ANEXO

Análise de N-total na seiva xilemática

l- Digestão: Alíquotas (10 µl) de seiva xilemática foram

colocadas em tubos de ensaio, adicinadas ao líquido digestor

(200 µl) e colocadas em um bloco digestor (Grant mod.BT5-

16). As amostras foram submetidas às sequintes temperaturas:

100°C (30 min.), 150ºC (60 min.) e 300°C (90 min.).

A determinação do NH 4
+ foi feita utilizando o

sistema de fluxo contínuo descrito por Alves et al. (1993)

modificado nas concentrações dos reagentes e vazão dos tubos

de tygon para a análise da seiva xilemática das plantas de

soja, conforme a especificação no item 2.

Antes do início da leitura do

NH4
+ foram adicionados aos tubos de ensaio 5 ml de NaOH

0,005 N para a redução da acidez residual da solução

evitando a formação de precipitado. O volume final de 5 ml

foi suficiente para a leitura do NH4
+ das amostras pelo

sistema de fluxo contínuo-FIA permitindo boa sensibilidade

de detecção.

As concentrações do padrão (alantoína 0,05 mM)

foram: 0,403; 0,806; 1,61; 2,42; 3,22 µg N/5 ml.
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2- Sistema de fluxo contínuo - FIA para análise do N-total

da seiva xilemática

O sistema de fluxo contínuo consta de um

espectrofotômetro digital (Micronal mod. B342) equipado com

células de fluxo contínuo, uma bomba peristáltica com 6

canais (Micronal mod. B322II) acoplada a um comutador-

injetor de amostras equipado com bobinas de reação imersa em

banho de água a 70°C.

A vazão dos tubos de tygon da bomba peristáltica foram as

seguintes:

Salicilato - 2,18 ml/min.;

Hipoclorito - 1,06 ml/min.;

Hidróxido de sódio - 1,76 ml/min.;

Água (carreador) - 3,23 ml/min.;

Amostra - 3,23 ml/min.

O comprimento de onda do espectrofotômtro utilizado foi de

647 nm.

Reagentes:

Líquido digestor: 203 g de Na 2SO4.10 H2O

dissolvidos em 300 ml de água deionizada + 230 ml H 2SO4

conc. + 5,4 g HgCl2 dissolvidos em 200 ml de água deionizada

completados para um volume final de 1 litro.
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Salicilato: 20 g salicilato de sódio + 80 mg de

nitroprussiato de sódio em 100 ml de

água deionizada.

Hipoclorito de sódio: 10% de hipoclorito de

sódio.

Hidróxido de sódio: 5 g de hidróxido de sódio em

100 ml de água deionizada.
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