EFEITO DA MANIPULAGAO DE FOTOSSINTATOS
NA FIXACAOQ BIOLOGICA DE NITROGENIO EM FEIJOEIRO’

MARIANGE LA HUNGRIAZ e MARIA CRISTINA P. NEVES®

RESUMO - Em dois experimentos, conduzidos em casa de vegetagao, procurou-se verificar o efeito da
disponibilidade de carbono para os nédulos na fixagdo biclogica de nitrogénio em feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.). A retirada das flores aumentou, inicialmente, a atividade da nitrogenase, a eficiénca re-
lativa dos elétrons destinados 4 nitrogenase (ER) e a taxa de translocagdo dos compostos nitrogenados
na seiva do xilema, mas dentro de dez dias houve uma queda drdstica nesses parimetros, em virtude da
aceleracio no processo de senescéncia dos nédulos. A retirada de 50% das folhas no florescimento
provocou um declinio na atividade da nitrogenase, na ER e no transporte de N na seiva do xilema,
mas, apds dez dias, iniclou-se uma recuperago, atribufda i produgio de fothas novas, o que nio ocor-
reu quando a retirada das folhas foi realizada no periodo médio de enchimento dos grios. O anclamen-
to do caule do feijio, impedindo a translocagdo de fotossintatos para os nddulos, provocou uma queda
na atividade da nitrogenase, na ER e no transporte de N na seiva, mas o decréscimo na atividade da ni-
trogenase sé ocorreu 24 horas apds ¢ anelamente, indicando que no sistema radicular de feijao hd uma
quantidade considerdvel de substratos de reserva para a fixagdo de nitrogénio.

Termos para indexagio: Rhizobium, atividade da nitrogenase, liberagio do hidrogénio, assimilagdo de
nitrogénio, urefdos.

EFFECTS OF PHOTOSYNTHATE MANIPULATION
ON BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION IN COMMON BEAN PLANTS

ABSTRACT - Two experiments were performed, under greenhouse conditions, to investigate the ef-
fect of availability of carbon to the nodules on biological nitrogen fixation in common bean plants.
Removal of flowers initially increased nitrogenase activity, relative efficiency of electrons for nitroge-
nase {RE) and rate of nitrogen translocation in the xylem sap, but within ten days all these parameters
decreased due to an acceleration of nodule senescence. The removal of 50% ¢f the leaves at flowering
decreased nitrogenase activity, RE and N translocation in the xylem sap, but after ten days the plants
began recover in these parameters due to the production of new leaves, which did not happen when the
leaves where removed at mid-pod filling stage. The stam ringing, hampering translocation of photosyn-
thates to the nodules, decreased nitrogenase activity, RE, and N transport in xylem sap, but the de-
crease in nitrogenase activity occurred 24 hours after ringing, indicating that in bean roots there isa
considerable quantity of stored substrates for N3 fixation,

Index terms: Rhizobium, nitrogenase activity, hydrogen release, nitrogen assimilation, ureides.

INTRODUGAC

A fixacio biolégica do nitrogénio é um proces-
so que se caracteriza por uma alta demanda de
energia, obtida do metabolismo de carboidratos
supridos pela planta hospedeira. Os fotossintatos
fornecidos aos nédulos sio usados para gerar ATP
e poder redutor necessdrios 4 redugio de nitrogé-
nio atmosférico a amdnia e ainda para a manuten-
¢3o do metabolismo do citossol da planta hospe-

1 Aceito para publicagio em 21 de junho de 1985.
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deira e suprimento de esqueletos de carbono neces-
sirios para a sfntese dos compostos nitrogenados
(Rawsthomc et al. 1980), Conseqiientemente, po-
de haver um consumo, pelos nédulos, de até 30%
dos fotossintatos produzidos pela planta e, s¢ a
simbiose nio for eficiente, haverd uma redugdo do
potencial de produgio das leguminosas (Schubert
& Ryle 1980).

A disponibilidade de carbono pode ser um fator
limitante no contrele da fixagio de N, . Desse mo-
do, manipulagdes das condigdes que conduzem ao
aumento do fornecimento de fotossintatos tam-
bém levam ac aumento da fixagio do N,. Isso foi.
verificado com aplicacdo de CO; (Hardy & Havelka
1973), suprimento de carbono para os nédulos
{Schreven 1959), abaixamento da pressio de oxi-
génio, diminuindo a fotorrespiragio (Quebedeaux
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& Hardy 1975), e enxertia de uma segunda parte
aérea no mesmo sistema radicular (Streeter 1974),

A redugdo parcial ou total do nivel de luminosi-
dade reduz, por exemplo, o peso de nddulos, ati-
vidade da nitrogenase, nitrogénio total da planta,
teor de sacarose e nivel de ATP nos nédulos (Ro-
cha et al, 1970, Ching et al. 1975, Bethlenfalvay
& Phillips 1977, Antoniw & Sprent 1978), A reti-
rada das folhas tem efeito semelhante ao da redu-
gio da luminosidade (Moustaffa et al. 1969,
Pandey 1983, Patterson & La Rue 1983).

Por outro lado, a retirada das flores e vagens di-
minui a competi¢do por carbono entre o tecido no-
dular e os érgios reprodutivos da planta, prolon-
gando a atividade da nitrogenase (Lawn & Brun
1974, Ham et al, 1976, Bethlenfalvay et al. 1978).

Da mesma forma, quando a translocagio de fo-
tossintatos para os nédulos é impedida pelo anela-
mento (Lawn & Brun'1974) ou diminuida, através
de um estresse hidrico (Sprent 1972), hd um de-
créscimo substancial na fixagio de N,. Lawn &
Brun {1974) constataram um decréscimo superior

a 50% na atividade da nitrogenase da soja, em ape- -

nas duas horas apés o anelamento.

Por outro lado, hd experimentos em que a fixa-
¢3o biolégica de nitrogénio nio foi prejudicada pe-
la redugio do nivel de luminosidade (Sprent &
Bradford 1976, Wahua & Miller 1978, Schweitzer &
Harper 1980) ou pela retirada parcial das folhas
(Chu & Robertson 1974, Teigen & Vorst 1975,
Sheldrake & Narayanan 1976). Do mesmo modo,
a retirada das flores e vagens pode nio levar neces-
sariamente ac incremento na atividade da nitrogena-
se e N total das plantas (Brun 1976, Ndunguru et
al. 1976, Wilsen et al. 1978, Malik 1983, Rigzle
et al. 1984).

No presente trabalho, procurou-se verificar o
efeito que a alteragio dos niveis de fotossintatos
tem na fixago bioldgica de N, em feijdo.

MATERIAL £ METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, em casa de ve-
getagdo, na Unidade de Apoio ao Programa Nacional de
Pesquisa em Biologia do Solo (UAPNPES), da EMBRAPA,
km 47, Seropédica, RJ.

No primeiro experimento, instalado em setembro de
1982, procurou-se verificar o efeito da retirada de folhas
¢ vagens na fixagdd do N;. Sementes de feijdo (Phaseolus
vilgaris L.) cultivar Carioca foram inoculadas com a estir-
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pe C-05 (CENA, Piracicaba) de Rhizobium leguminosa-
rum biovar phaseoli. As bactérias cresceram em meio defi-
nido de Vincent (1970), colocando-se, entfo, 1 ml de ino-
culante (com cerca de 10% células/ml) para cada 15 se-
mentes esterilizadas com HgCl, 0,2% {Vincent 1970).

Foram usados vasos de metal com capacidade de 61
contendo uma mistura de areia e vermiculita (1/2, v/v),
lavadas por sete dias e esterilizadas a seco, a 120°C, por
36 horas.

Na semneadura, colocaram-se cinco sementes por vaso,
cobrindo-se, entdo, com uma camada de areia esterilizada
de, aproximadamente, 3 cm. Aos sete dias apés a germina-
¢do (DAG), procedeu-se ao desbaste, deixando-se duas
plantas por vaso. ' ‘

A cada quatro dias, forneceu-se as plantas solugio
nutritiva isenta de nitrogénio e contendo: NaH,PO,
(0,725 mM); KHyPO4 (0,725 mM); MgS04.7H,0
(3,1 mM); Ca804.21;0 (2,9 mM); K25804 (1,5 mM);
MnS0,.4H,0 (1 #M); Cu8Q4.5H50 (0,1 gM); ZnSO,.
7TH50 (0,1 uM); H3BO3 (5 uM); NaCl (10 uM); NaMoOy,.
2H;0 (0,5 uM); CaS04.6H20 (0,02 uM) e FeEDTA
(5 uM), pH 6.026.2.

As adigGes de dgua foram feitas uma ou duas vezes por
dia, baseando-se no peso de cinco vasos de cada tratamen-
to, sorteados ao acaso.

O experimento constou de quatro tratamentos: (1)
controle (plantas sem nenhuma manipulagao); (2) retirada
de 50% das folhas no florescimento (35 DAG); (3) retira-
da de 50% das folhas no periodo médio de enchimento
dos grios (50 DAG); e (4) retirada das flores.

Foram realizadas oito coletas dos seguintes tratamen-

-tos e nas seguintes épocas: 35 DAG (tratamento 1);

40-45-50 DAG (tratamentos 1, 2 e 3); 55-60-70 DAG
(tratamentos 1,2, 3 e 4).

O delineamento experimental usado foi em blocos ao
acaso, com quatro repetigSes.

No segundo experimento, instalado em abril de 1982,
realizou-se o anelamento do caule das plantas de feijdo,
com a finalidade de bloquear o transporte de fotossinta-
tos para os nddulos,

Plantas de feijio cultivar Carioca inoculadas com a
estirpe C-05 foram crescidas em vasos de pldstico, de 3,5 1,
deixando-se duas plantas por vaso. A condugio do experi-
mento foi como a do primeire experimento.

O anelamento foi realizado logo acima do né cotile-
donar ds 7 h ou 4s 14 h em plantas com 35 dias. Foram
realizadas quatro coletas no primeiro dia e duas, no segun-
do dia apds o anelamento. O delineamento experimental
usado foi em blocos a0 acaso, com quatro repetigGes.

Nos dois experimentos, das duas plantas de cada vaso,
uma foi usada para a determinagio da atividade da nitro-
genase € a outra, para a determinagfo da liberagdo de H,.
Depois, retiraram-se os nédulos das rafzes e levaram-se as
folhas, caules, cascas das vagens, sementes, rafzes ¢ noédu-
los para secagem em estufa a 60°C - 70°C, até atingirem
pesa constante.

Para a determinagfo da atividade da nitrogenase, utili-
zou-se o métado de redugio de C3H; em rafzes destaca-
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das (Mague & Burris 1972). Apds o corte da parte aérea
na altura do nd cotiledonar, as raizes foram colocadasem
vidros de 250 ml que foram-fechados hermeticamente
com rolha do tipo “Suba-Seal”, injetando-se, entdo, aceti-
leno equivalente 4 concentragfo de 12%.

Apds a condugio do experimento, Minchin et al.
(1983) verificaram que a atividade da nitrogenase pode-
ria declinar rapidamente em presenga do acetileno. Essa
inibicio ndo seria constante, podendo variar com a espé-
cie da planta, estirpe de bactéria e condigdes ambientais.
Desse modo, realizou-se um experimento adicional para
verificar se a cultivar e estirpe utilizadas apresentavam
queda na atividade da nitrogenase. Utilizou-se um sistema
de fluxo contimuo em tubos de vidro abertos, de 100 ml,
que foram fechados com rolhas de borracha Manteve-se a
taxa de fluxo de 100 mlmin.”? tubo™ contendo 12% de
acetileno. As leituras foram realizadas a 1, 3, 4, 5, 7,10,
15 e 30 minutos apds o infcio da incubagdo. Verificou-se
que a inibigdo da nitrogenase foi somente de 4,1% para
‘Carioca’/CQS. Desse modo, os resultados encontrados
nos sistemas fechados que foram utilizados parecem nao
ter as restri¢des sugeridas por Minchin et al. (1983).

O etileno foi determinado em um cromatégrafo Perkin
Elmer FII, com detector por ionizagio de chama, usando-
-se uma coluna de ago inoxiddvel com 0,32 cm (didmetro
interno) por 50 em de compm‘nenta contendo Poropak N
(80 - 100 mesh) e operada a 40°C , utilizando N, como
gis carregador ao fluxo de 40 ml.min

A liberagdo de H; foi determlnada em nédulos desta—
cados com pequenos segmentos radiculares, £ 0,5 cm, pa-
ra impedir injirias mecinicas ¢ permitir um suprimento
de carbono (Schubert & Evans 1976). Os nédulos destaca-
dos foram colocados em vidros de 30 ml, contendo um
pedaco de papel absorvente para evitar o dessecamento.
Os frascos foram fechados hermeticamente com rothas do
tipo “Suba-Seal” e incubados em ar, por 30 minutos, em
temperatura ambiente, retirando-se, ento, 0,5 ml de
amostra para leitura no cromatdgrafo. Minchin et al.
(1983) verificaram que nio hd queda na hberac;ao de H,
quando a incubagio ¢ feita sob ar.

As leituras foram feitas em cromatégrafo Varian mo-
delo 1420, usando detector de condutividade térmica,
Utilizou-se uma coluna de a¢o inoxiddvel, com 0,32 cm
(didmetro externo) por 100 cm de comprimento, conten-
do peneria molecular Sx (80 a 100 mesh) e operada a
40°C, usando-se argdnio como gis de arraste ao fluxo de
25 mlmin.” .

A eficiéncia relativa foi calculada pelo parimetro de
Schubert & Evans (1976}, ou seja, H; evolufdo (ar).

ER = 1-{ }

CyH; reduzido

Para a coleta e andlise da seiva do xilema, as plantas fo- ‘

ram cortadas com gilete na altura do nd cotiledonar, pro-
cedendo-se i lavagem do corte com dgua destilada e seca-
gem com lengo de papel. A seiva exsudada foi entdo coleta-
da em pipetas microcapilares calibradas (20 ul e 50 ),
durante 15 minutos, calculando-se, entdo, a taxa de exsu-
dagio. A seiva foi mantida a -20°C, até o momento das
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andlises. Os compostos nitrogenados foram determinados
em aliguotas de 5 ul.

N-ureido - Analisado pelo método. colorimétrico de
Vogels & Drift (1970), baseado na hidrélise da
alantofna e dcido alantdico a glioxalato.

N-ccamino - Analisado pelo método de Matheson et al.
(1961). O reagente ninidrina - hidridantina foi preparado
de acordo com a descrigdo feita por esses autores. A hidri-
dantina foi preparada segundo Connel et al. (1955).

N - NH4 + - Determinado pelo método de Mitchell

{1972), substituindo-se a solugdo de hipoclorito de sodlo

por dicloroisocianurato de sédio (Felker 1977)

N-amina - A hidrSlise dcida de N-amina para N-NH4+
foi feita segundo Thomas et al. (1979) e a amdnia foi de-
terminada tal como descrito acima.

N total - Utilizou-s¢ o método micro-Kjeldahl segundo
Bohley (1967), e 2 amdnia foi determinada segundo des-
crigdo acima.

O N total das folhas, caule, sementes e casca da vagem
foi determinado pelo método semimicro-Kjeldahl segundo
Liao (1981); a destilagdo e titulagio foram feitas segundo
Bremner & Edwards (1965).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na Tabela 1 estdo os dados do primeiro experi-
mento referentes aos pesos de matéria seca nas di-
versas partes da planta de feijio, e nas Fig. 1,2 ¢ 3,
os resultados referentes ao acimulo de nitrogénio
nas folhas, caule, vagens e em toda a planta.

A retirada das flores, que comegou entre 33 e
35 dias apds a germinagio (DAG) provocou, em
relagdo ao tratamento controle, um incremento no
peso de matéria seca e nitrogénio total das folhas
a0s 40 DAG. Esse comportamento se efetivou até
o final do ciclo (Tabela 1 e Fig. 1). Na maioria das
coletas isso também foi verificado nos dados refe-
rentes ao peso de matéria seca e nitrogénio total

do caule, porém nenhum efeito foi notado sobre o

peso dos nédulos e das rafzes, conforme foi obser-
vado também por Wilson et al. {1978).
Entretanto, quando se adicionou o peso das va-
gens ao peso dos Srgdos vegetativos do tratamento
controle, verificouse que o peso seco total dessas
plantas superou em 145% o peso seco total das
plantas sem flores {Tabela 1). Essa observagao estd

‘de acordo com os resultados obtidos em soja qué

constataram que as vagens estimularam a atividade
fotassintética (Clough et al. 1981), Do mesmo mo-
do, adicionando-se o nitrogénio’total das vagens
(Fig. 2) ao nitrogénio das folhas e caules do trata-
mento controle (Fig. 1), observouse uma superio-
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ridade de 125% em relagio ds plantas sem flores
(Fig. 3).

Vdrios autores, como Lawn & Brun (1974),
Ham et al, {1976), Bethlenfalvay et al. (1978) e
Patterson & La Rue (1983}, tém sugerido que a re-
tirada das flores diminui a competigdo por carbono
entre o tecido nodular e os drgios reprodutivos,
prolongando a fixagdo de N e, conseqiientemen-
te, aumentando o nitrogénio total da planta.

Em outros experimentos, porém, foi demons-

trado que as plantas com flores e vagens podem
apresentar taxas mais elevadas de fixagdo de N, do
que as plantas controle (Mague & Burris 1972,
Brun 1976). Isso foi atribufdo ao consuma de ni-
trogénio pelas vagens, estimulando a continuagio
do processo de fixagio de N, (efeito *sink™). Os
resultados encontrados neste experimento com o
feijso indicam que a menor demanda de nitrogénio
pelas plantas sem flores leva ao decréscimo progres-
sivo da fixagio de N,

TABELA 1, Efeito da retirada das flores e da retirada de 50% das folhas no acimulo de matéria seca em feijio. Médias

de oito repetigdes,
Peso de matéria seca (g.pl™*)
Tratamentos
Folha Caule Raiz Nédulos Cascada Semente Folha Total
agem senescente
35 dias apds a germinagdo
Controle 172 1,42 0,43 0,160 3,73
40 dias apds a germinagdo
Controle 2,28b* 1,87b 0,49 0,203 4,84b
Desfalhado F** 1,26¢ 1,74b 0,50 0,168 3,66¢
Sem flores 291a 2.44a 0,50 0,207 6,063
45 dias aps a germinagao
Controle 2,51b 322 058 0,173 6,486
Desfolhado F 1.68¢c 2,69 0,58 0,133 5,08¢
Sem flores 3,12a 3,24 0,59 0,164 7.11a
50 dias apds a germinagdo
Controle 352a 4,12a 0,76 0,190 1,02a 1,36a 10,97a
Desfolhado F 1,68b 2,49b 0,74 0,184 0,48b 0,66b 6,23b
Sem flores 3,73a 4,06a 0,76 0,158 8,71ab
55 dias apds a germinagdo
Controle 3,73b 3,45b 1,18 0,140 1,26ab 2,37a 12,13a
Desfolhado F** 2,36¢ 224¢ 1,16 0,14 1,38a 2,29ab 9,57b
Desfolhado MEG*** 1.82c 331b 1.20 0,112 1.08b 1,80b 9,32b
Sern flores 4,78a 4,493 1,14 0,144 10,55ab
60 dias ap6s a germinagio
Controle 443a 4,460 1,26 0,151 2,57a 4,08a 16,953
Desfolhado F 2,15b 2,99¢ 1,19 0,146 1,65b 3,36b 11,49bc
Desfalhado MEG 1,45¢ 324c 1,25 0,127 157b 2,88h 10,62¢
Sem flores 4,84a 6,02a 124 130 12,230
70 dias apés a germinagdo
Controle 1,84b 4,20b 1,17 0,144 2,58 10,47a 2,36a 22,76a
Desfolhado F 1,06¢c 271¢c 1,13 0,138 243 9,25b 1,08b 17.8tb
Desfolhado MEG 0,84d 251c 112 0,138 233 8,15¢ 0,58b 1567b
Sem flores 2.86a 5,14a 1,16 0,139 3,10a 12,40¢

-

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste dea Tukey, ao nivel de 1%.
Desfolhamento aos 35 dias apds a germinagio (florescimento).

*** Desfolhamento aos 50 dias apds a germihag8o (metade do perfodo de enchimento dos grios).
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F1G. 1. Nitrogénio total acumulado durante o ciclo do feijdo submetido & retirada das flores e de 60% das folhas no
fiorescimento (F) ou no perfodo médio de enchimento dos gracs {MEG). Médias de oito repeticSes. As bar-
ras verticais indicam dms aa nivel de 1%.
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FIG. 2. Nitrogénio total na casca da vegem (CV) e na semente (S} de feijdo. O3 tragmentos sdo representados por 1 -
controle; 2 - retirada de 50% das folhas no florescimento (35 dias apds a germinagdo); 3 - retirada de 50% das
folhas no perfodo médio de enchimento dos grdos (50 dias); O semtnes; ® casca de vagern. Médias de oito re-
peti¢cdes. As barras verticais representam dms ao nivel de 1%.

Ainda se pode observar, na Tabela 1, os dados
relativos ao peso de matéria seca nas diversas par-
tes das plantas submetidas a retirada de 50% das
folhas (novas e velhas), no florescimento (35 DAG)
ou no perfodo médio de enchimento dos gros
(50 DAG).

Logicamente, o menor peso seco de folhas e
caule foi obtido nos tratamentos nos quais se fez o
desfolhamento, mas, quando este foi realizado no
florescimento, houve uma recuperagio parcial das
plantas devido 4 produgio de folhas novas. A mes-
ma tendéneia de recuperagio ocorreu no acimulo
de nitrogénio nas folhas e caule, Quando o desfo-
lhamento foi realizado no perfodo médio de enchi-
mento dos grios, porém, nio houve mais tempo
para recuperagio (Tabela 1 e Fig. 1).

Quando se retiraram 50% das folhas aos 35 DAG

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 21(1):9-24, tan. 1986,

e aos 50 DAG, obteve-se uma redugio de 11,6% ¢
22,2% na produtividade das sementes (Tabela 1),
Teigen & Vorst (1975) e Sheldrake & Narayanan
(1976) também verificaram que, em soja e guandu,
a queda da produtividade nio era proporcional &
retirada das folhas, ocorrendo um decréscimo mi4-
ximo de 23% na produtividade da soja com a reti-
rada de 50% das folhas. Recuperagio semelhante
foi observada em relagdo ao nitrogénio acumulade
nas vagens (Fig. 2), nos quais a retirada das folhas
no florescimento e no perfodo médio de enchi-
mento dos grios resultou em um decréscimo de 23%
e 45%, respectivamente. Também nio foi observado
nenhum efeito do desfolhamento no peso dos né-
dulos (Tabela 1), a0 contrdrio dos resultados obti-
dos por Moustaffa et al, (1969), Chu & Robertson
(1974} ¢ Chen & Sung (1982).

A andlise estatistica do peso dos nédulos duran-
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FIG. 3. Nitrogdnio total da parte aérea (folha + caule + vagem) durante o ciclo de feijdo submetido a retirada das flores
e de 50% das folhas no florescimento (F} ou no periodo médio de enchimento dos graos {(MEG). Médlas de oito
repeticbes. As barras vericais indicam dms ao nivel de 1%.

te o ciclo do feijdo, porém, mostrou que, a partir
dos 35 DAG, nio houve mais incremento no peso
dos nédulos das plantas controle e, provavelmente
por isso, a manipulagio de fotossintatos a partir
dessa época nio provocou nenhuma alteragio,

Os dados relativos 4 redugdio do acetileno po-
dem ser vistos na Fig. 4. Nas duas coletas que se-
guiram o florescimento, a maior atividade da nitro-
genase ocorreu nas plantas sem flores, conforme
foi também verificado por Lawrie & Wheeler
(1974) em ervilha, Ndunguru et al. (1976) e Chen
& Sung (1982) em caupi e Patterson & La Rue
(1983) em soja. A partir dos 45 dias apés a germina-
gao, iniciouse um perfodo de acentuado declinio
da atividade da nitrogenase, decorrente da senes-
céncia dos nédulos, que passaram a apresentar escu-
recimento interno mais acentuado do que nas outros
tratamentos. Roponen & Virtanen {1968) obser-

_varam que a retirada das flores das plantas de er-
vilha atrasava a senescéncia dos nédulos, o que foi
atribuido 3 maior disponibilidade de carbono para
os nédulos, Segundo Malik (1983), porém, a senes-
céncia ndo seria uma conseqiiéncia do estresse nu-

tricional causado pelos frutos, mas estaria relacio-
nada a fatores fisiolégicos ou -nutricionais que
ocorrem na fase de desenvolvimento reprodutivo.
Peat et al. (1981) também observaram que as es-
truturas reprodutivas poderiam promover a fixa¢do
de N, na primeira fase de enchimento dos grios.
Como pode ser visto ma Fig. 4, a retirada de
50% das folhas provocou, de imediato, uma redu-
¢do drdstica na atividade da nitrogenase. Quando o
desfolhamento foi realizado no florescimento, po-
rém, houve a produgio de novas folhas e, logo aos
0s 40 DAG, jd teve infcio um perfodo de recuperagio
da atividade da nitrogenase atingindo, nas duas
Ultimas coletas, valores idénticos aos das plantas
controle, Malik (1983) observou que a enxertia
de uma parte aérea com folhas novas induzia a mu-
dangas fisioldgicas ou hormonais que prolongavam
a atividade da nitrogenase. Desse modo, as folhas
novas podem estar relacionadas ao incremento
observado nas plantas desfolhadas no florescimen-
to, Co '
Quando o desfolhamento foi realizado aos
50 DAG, porém, houve um declfnio drdstico na
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FIG. 4. Efeito da retirada das flores e da retirada de 50% das folhas no florescimento (F} cu no perfodo médio de en-
chimento dos gréos (MEG) na atividade da nitrogenase |a} e na liberagio de H (b} em feijio. Médias de quatro
repeti¢des. As barras verticais indicarn dms ao nivel de 1%.
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atividade da nitrogenase, sem recuperagio poste-
rior, o que poderia ser explicado pelo fato de que
nio houve produgio de folhas novas,

Os dados relativos 4 liberagio de H, pelos né-
dulos também podem ser vistos na Fig. 4. A redu-
¢io de H3O' a H,, catalizada pela nitrogenase,
ocorre simultanea e obrigatoriamente com a redu-
¢io do Ny a NH;, consumindo elétrons e ATP que,
de outro modo, seriam utilizados para incrementar
a fixagio de N;. A liberagio de H; varia com a es-
pécie da planta, estirpe de bactéria e condiges am-
bientais, diminuindo a eficiéncia dos sistemas sim-
biéticos (Schubert & Evans 1976, Hungria & Rus-
chel 1982, Hungria & Neves 1984).

Até os 50 DAG, verificou-se diminui¢io na libe-

. ragio de H, nos tratamentos desfolhados ¢ sem
flores. Quando as folhas foram retiradas, o decrés-

cimo na perda de H, esteve associado 4 menor ati-
vidade total da nitrogenase, o que também ocorreu’

em caupi (Chen & Sung 1982). Ao contrdrio das
resultados obtidos por Bethlenfalvay et al. (1978),
a menor perda de H; ocorreu no tratamento sem
flores, embora essas plantas apresentassem ativida-
de da nitrogenase mais elevada, indicando maijor
eficiéncia do sistema simbiético.

De acordo com Bethlenfalvay & Phillips (1977},
e McCrae et al. (1978), com limitagio de carbono

“hi diminuigio na evolugio de H,. Os resultados
obtidos neste experimento, porém, mostraram-se
contrdrios a isso, uma vez que o aumento da dis-
ponibilidade de carbono para os nédulos, devido 3
retirada das flores, nio implicou em maior liberagio
de H;. Isso pode indicar quie outros fatores, além
do suprimento de carbono, estariam regulando a
liberagao de H,,

Os dados referentes 3 eficiéncia relativa {ER)
dos elétrons destinados @ nitrogenase podem ser
vistos na Fig. 5. Bethlenfalvay et al. (1978) e Chen
& Sung (1982) verificaram que, quando se retira-
vam as folhas e vagens, embora as taxas de redugio
do acetileno e evolugio de H, fossem alteradas, a
eﬁciéncia relativa nio variava. Entretanto, verifi-
cou-se que,’ logo apés a retirada das folhas, em
qualquer uma’ das duas épocas, houve queda na
ER. Por cutro lado, a retirada das flores resultou
em aumento da ER aos 45 DAG seguindo-se, entio,
um decréscimo.

Os resultados relativos ao transporte e composi-
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¢io da seiva do xilema podem ser vistos na Fig. 6.
A taxa de transporte de nitrogénio dos nédulos pa-
ra a parte aérea refletiu diretamente as variagSes
na atividade da nitrogenase, conforme foi verifi-
cado também por Patterson & La Rue (1983) em
soja. .
A maior parte do nitrogénio foi transportada
sob a forma de urefdos (alantoina e 4cido alan-
téico), que representaram de 67% a 89% da fragio
total de nitrogénio, o que também foi observado
por Pate (1973) e Cookson et al. (1980) em feijio
nodulado. O transporte do nitrogénio sob a forma
de urefdos pode representar uma vantagem energé-
tica para o sistema simbidtico devido 3 baixa rela-
¢io C/N desses compostos e ds indicagdes de que

hd menor gasto energético para a sua sintese (Pate

1973, Layzell et al. 1979, Thomas & Schrader
1981).

J4 foi observado que a compomgao da seiva do
xllema pode variar com a cultivar de feijio, coma
estirpe de bactéria (Hungria & Neves 1984) ¢'com
as condigSes ambientais, como a temperatura
(Thomas & Sprent 1984), mas neste experimento
nio se constataram alteragSes devido 3 manipula-
gio de fotossintatos.

Os ure{dos apresentam menor relagio C/N e,
com limitagio de carbono, foi observado que a
aménia passa a ser transportada sob a forma desses
composcos {Mothes 1961). Hungria (1985) obser-
vou que, quando feijdes nodulados cresciam com
um sombreamento de 25%, havia diminui¢io na
disponibilidade de carbono para os nédulos, mas
um aumento na atividade da nitrogenase, devido
redugdo da temperatura na zona radicular ocorren-
do, entio, aumento na percentagem de N transpor-
tado sob a forma de ureidos, Neste experimento,
porém, & diminui¢do na disponibilidade de carbo-
no, quando as folhas foram retiradas, correspon-
deuuma diminuicio na atividade da nitrogenase. Por
outro lado, quando mais fotossintatos ficaram dis-
ponfveis aos nédulos pela retirada das flores, au-
mentou a atividade da nitrogenase, até ter inicio

um " processo de aceleragio na senescéncia dos

nédulos, Deste modo, em qualquer uma “dessas
situagSes, provavelmente, foi mantida a mesma re-:
lagio C/N, motive pelo qual nio se verificaram
mudangas no tipo de composto nitrogenado trans-
portado.
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FIG. 5, Efeito da retirada das flores e da retirada de 50% das folhas no florescimento (F) ou no periodo médio de en-
chimento dos grdos (MEG) na eficiéncia relativa dos elétrons destinados 4 nitrogenase em feijdo. Médias de
quatro repeticBes. As barras verticais indicam dms ao nivel de 1%.
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FIG. 6. {a) Transporte de N total e (b) composi¢io da seiva do xilema em feijdo. Os tratamentos sdo
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A anilise estatistica da variagio na composi¢io
da seiva do xilema, durante o ciclo das plantas,
mostrou que, a pactir dos 55 DAG, houve queda
na percentagem de N-ure{do, que ocorreu conco-
mitantemente com o declinio na atividade da ni-

trogenase,

Em relagio ao segundo experimento, pode-se
ver, na Fig. 7, os dados relativos 4 atividade da
nitrogenase e 4 liberagdo de H, nas plantas do tra-

tamento controle e nas plantas aneladas,
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FIG. 7. Efeito do anelamento na (a) reducfio do acetileno e (b} liberag3o de Hy em feijio. Os trata-
mentos sdo representados por: ® controle; o anelamento realizado &s 7h e A anelamento reali-

zado as 10h. Médias de quatre repetigdes.
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Quando o anelamento foirealizado is 7 h, veri-
ficouse que, apés um perfodo de trés horas, houve
queda de 26% na redugdo do acetileno e de 37%
na liberagio de H,.

Embora tenha havido redugiio na atividade da
nitrogenase, ela nio foi tio acentuada como a
observada por Lawn & Brun (1974) em soja na
qual, ap6s duas horas, a redugo do acetileno apre-
sentou decréscimo superior a 50%.

Apés essa queda inicial na atividade da nitroge-
nase, porém, ndo se verificaram diferengas entre as
plantas controle e as plantas ancladas até ds 7 h
do dia seguinte, quando iniciou um novo fotope-
riodo.

Quando o anelamento foi realizado ds 14 h, a
queda na atividade da nitrogenase foi menor; so-

mente ds 14 h do outro dia, é que se verificou
uma queda média de 50% na atividade de nitroge-
nase nas plantas aneladas, em qualquer um dos
dois tempos. A menor atividade da nitrogenase nas
plantas controle, no segundo dia do experimento,
pode ser explicada pelas temperaturas mais eleva-
das desse dia, como pode ser visto na Fig, 7, pois,
segundo Graham (1979), acima de 30°C hd queda
na atividade da nitrogenase em feijio.

Os fotossintatos precisam ser fornecidos conti-
nuamente para os nédulos e Wong & Evans (1971)
constataram que o principal polfmero de carbono
acumulado pelos bacterdides de leguminosas, Poli-
-8- hidroxibutirato, nio é capaz de manter niveis
elevados da atividade da nitrogenase, quando o su-
primento de agticares para as rafzes é interrompido.
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Existem diferengas entre as espécies na percen-
tagemn de substincias de reserva, mas, mesmo quan-
do elas representam 50% do peso dos nédulos, co-
mo ocorre em ervilha, quando a planta é submeti-
da a condigGes de estresse, a atividade da nitroge-
nase sé continua em nfveis normais por um ou dois
dias (Wong & Evans 1971).

Desse modo, embora Lawtie & Wheeler (1973)
tenham sugerido que a atividade da nitrogenase ¢
sustentada principalmente por um fluxo rdpido de
fotossintatos, os dados encontrados neste experi-
mento levam & suposigio de que no sistema radicu-
lar de feijio deve haver uma quantidade considers-
vel de reserva de carbono uma vez que a atividade
da nitrogenase foi’ mantida no mesmo nivel das
_plantas controle durante 24 horas.

“Nio houve diferenca entre os tratamentos na

eficiéncia relativa dos elétrons destinados a nitro-
genase. Os valores estiveram entre 0,80 e 0,94 nas
diversas coletas.

Os dados relativos ao transporte de nitrogénio
total na seiva do xilema podem ser vistos na Fig. 8.
Pode-se observar que, embora a atividade da nitro-
genase nas plantas aneladas tenha sido semelhante
a das plantas do tratamento controle durante vd-
rias horas, logo 'na primeira coleta houve queda no
transporte de nitrogénio, independente da hora em
que o anelamento foi realizado. Desse modo, o
declinio na redugio do acetileno devido ao anela-
mento pode ter resultado da falta de substratos
oxiddveis para a produgio de elétrons e ATP e
também de esqueletos de carbono para o transpor-
te da amdnia produzida, cujo acimulo nos nédu-
los inibiu a atividade da nitrogenase.

CONCLUSOES

1, A retirada das flores provocou acréscimo no
N total das folhas e caules. Houve, inicialmente, in-
cremento na atividade da nitrogenase, na eficiéncia
relativa dos elétrons destinados 4 nitrogenase (ER)
€ na taxa de translocagio de N na seiva, mas, logo
apos dez_dias, ocorren uma queda drdstica nesses
parimetros, bem como uma aceleragio no proces-
so de senescéncia dos 'nédulos. Nio houve altera-
¢do nas propor¢des dos compostos nitrogenados da
seiva do xilema. A presenga das vagens estimulou
o processo de fixa¢io de N, em feijdo; no final
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do ciclo, N total da parte aérea (folha + caule + va-
gem) dessas plantas superou em 125% o N total
acumulado pelas plantas sem flores,

2. A retirada de 50% das folhas no florescimen-
to provocou declinio na atividade da nitrogenase,
ER e N translocado na seiva do xilema, mas logo
iniciou-se uma recuperagio, atribufda i produgio
de folhas novas, que chegou a se equiparar, na épo-
ca de enchimento dos grios, 4 das plantas do tra-
tamento controle. Houve decréscimo de 12% na
produtividade das sementes.

3. Quando a retirada de 50% das folhas foi feita
no perfodo médio de enchimento dos grios, houve
um declfnio, sem recuperagio, na atividade da ni-
trogenase, ER e N total transportado na seiva do
xilema, talvez porque nio beorreu a produgio de

folhas novas. Houve decréscimo de 22% na produ-

¢do de sementes. O desfolhamento em qualquer
uma das duas épocas estudadas nio alterou a com-
posigio da seiva do xilema.

4. O anelamento do caule do feijio provocou
queda na atividade da nitrogenase, na ER e no.
transporte de N total na seiva. O decréscimo na ati-
vidade da nitrogenase, porém, sé ocorren 24 horas
apds o anelamento, indicando haver uma quantida-
de considerdvel de substratos de carbono nos né-
dulos de feijia.

5. Os resultados encontrados nesses experimen-
tos levam 3 indicagdo de que existem outros fa-
tores, além do suprimento de fotossintatos para os -
nédules, que influenciam a queda na fixagio de
N, em feijdo, logo apés o florescimento.
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