EFICIENCIA SIMBIOTICA DE ESTIRPES HUP*, HUPHR E HUP-
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RESUMO - A eficiéncia das estirpes de Bradyrhizobium com caracteristicas Hup® (SR e USDA-110),
Hup (29W) e Hup™ (SEMIA-587) foi avaliada em caupi (Vigna unguiculata L.), cultivares IPA-202,
BR-3 e VITA-4. Os resultados mostraram que VITA-4, em relagdo a nodulagio, revelou-se superior as
demais, e apresentou interagao efetiva com as estirpes SEMIA-587 ¢ USDA-110. Entretanto, quanto a
eficiéncia nodular, a combinagdo [PA-202 x SEMIA-587 alcangou maior atividade da nitrogenase
(ARA) com eficiéncia relativa proxima a 1,0. A ARA detectada nas estirpes SR e
SEMIA-587 foi similar, porém, superior as estirpes USDA-110 e 29W, evidenciando que as estirpes
Hup® e Hup™ alcangaram maiores atividades enzimaticas. Os teores de leghemoglobina (Lb) detecta-
dos nas estirpes SR e USDA-110 foram positivamente relacionados com as respectivas ARA, contu-
do, arelagdo entre teor de Lb e ARA obtido para 29W-Hup- foi variavel, sugerindo que, na auséncia da
hidrogenase, o sistema da nitrogenase fica afetado podendo influir no fluxo de Lb ao bacterdide. A
avaliacdo do teor de N mostrou que ndo houve diferenga entre cultivares, entretanto, foi detectada
diferenga significativa entre as estirpes. As estirpes Hup* obtiveram maiores acumulos de N, evidenci-
ando que os sistemas simbidticos que menos liberam H,, acumulam mais N no hospedeiro.

Termos para indexagdo: Hup, hidrogenase, fixagdo de N, nodulagio, Vigna unguiculata.

SYMBIOTIC EFFICIENCY OF HUP*, HUP"™ AND HUP- BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM
AND BRADYRHIZOBIUM ELKANII STRAINS IN COWPEA CULTIVARS

ABSTRACT - The effectiveness of Bradyrhizobium strains with characteristics Hup® (SR and
USDA-110), Hup (29W) and Hup" (SEMIA-587), was evaluated in cowpea (Vigna unguiculata L.),
cultivars IPA-202, BR-3 and VITA-4. Results showed that nodulation in VITA-4 was superior, with a
positive interaction when inoculated with strains SEMIA-587 and USDA-110. However, when com-
paring nodule efficiency, the combination IPA-202 x SEMIA-587 presented the highest nitrogenase
activity, with a relative efficiency around 1.0. Nitrogenase activities were similar in plants inoculated
with the strains SR and SEMIA-587, and higher, with strains USDA-110 and 29W. These results
indicate that strains with Hup® and Hup"™ were able to achieve higher enzymatic activities.
Leghemoglobin (Lb) content detected in strains SR and USDA-110 was positively correlated to nitro-
genase activity. However, correlations between Lb and nitrogenase activity were highly variable in
nodules containing strain 29W-Hup, indicating that imbalances in the nitrogenase system in the
absence of hydrogenase may affect the flow of Lb to the bacteroids. Significant differences on the plant
N content were found among the strains studied, but not among cultivars. Plant inoculated with Hup*
strains were more efficient to accumulate N, indicating that N-fixing systems retaining H, may accu-
mulate additional N in the host.

Index terms: Hup, hydrogenase, N, fixation, nodulation, Vigna unguiculata.
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INTRODUCAO

Na redu¢@o da molécula de N, a NH3, no proces-
so biologico da fixagdo do Ny, ¢ inevitavel a libera-
¢do do H,, envolvendo, assim, um gasto adicional
de energia-ATP e de outros redutores, que sdo for-
necidos pelo metabolismo do hospedeiro. Entretan-
to, quando a inoculagdo rizobiana ¢é realizada com
estirpes de Rhizobium ¢ Bradyrhizobium que pos-
suem atividade da hidrogenase positiva Hup™, a oxi-
dag@o do H, liberado pela nitrogenase ¢ realizada
através de uma reagdo independente de ATP,
reciclando H* e liberando ATP, produzindo, desta
forma, uma economia substancial de substratos de
carbono (McRae et al., 1978), e, conseqiientemente,
uma economia energética da fixagao bioldgica do N».

Segundo Mellor & Werner (1990), a inoculagdo
de estirpes Hup* em leguminosas reduziu as perdas
do fluxo de elétrons para a atividade da nitrogenase
de 30% para 4%. O contrario foi observado com as
estirpes denominadas Hup- (Siqueira & Franco, 1988).
Outros autores sugerem que a quantidade de H, li-
berado na sintese da enzima nitrogenase ¢
hidrogenase depende da bactéria (Dixon, 1967; Carter
etal., 1978). Lima (1981) verificou uma relagao posi-
tiva entre eficiéncia relativa dentro das cultivares,
dentro das estirpes, e da interagdo destes com o teor
de N das plantas, e € confirmado por Hungria & Ne-
ves (1986), que concluiram, em trabalhos com
feijoeiro, que a liberag@o do H, pelos nddulos segue
a atividade da nitrogenase, ¢ os sistemas simbioticos
que liberam maior quantidade de H, acumularam me-
nores teores de N fixado nos tecidos, € houve efeito
da cultivar e da estirpe na eficiéncia relativa dos elé-
trons destinados a nitrogenase.

Em relagdo ao transporte de N, Hungria et al.
(1989), utilizando estirpes isogénicas com diferen-
¢as em relacdo ao gene hup, concluiram que a
eficiéncia do nodulo formado (mg N, fixado por
grama de ndédulo em peso de matéria seca) foi
significantemente maior para as estirpes Hup*, o que
confirma diferengas no metabolismo do nddulo. A
inoculagdo com estirpes Hup* pode otimizar o pro-
cesso de fixagdo de N, reduzindo a perda de N em
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folhas senescentes, com conseqiiente aumento da
eficiéncia de translocagdo de N para as sementes
(Neves & Hungria, 1987).

Em feijoeiro, segundo Pahwa & Dogra (1983), os
efeitos resultantes da utilizacdo de estirpes conten-
do hidrogenase mostraram aumentos da ordem de
14-53% ¢ 21-65% no peso da matéria seca ¢ no N
total das plantas, respectivamente, em relagdo as
plantas inoculadas com estirpes que ndo apresen-
tam hidrogenase.

Kalia etal. (1985), em trabalhos com soja infectada
com estirpes Hup* e Hup-, afirmam que a maior efici-
éncia da estirpe com hidrogenase esta relacionada
apenas a uma maior atividade especifica da
nitrogenase, sendo indiferente se a enzima
hidrogenase esta presente ou nao.

Existe um efeito do genotipo da planta hospedei-
ra sobre a atividade Hup, que tem sido identificado
em experimentos feitos com diferentes espécies de
leguminosas infectadas com a mesma estirpe de
rizébio. Por uma razdo qualquer, ndo conhecida, o
fenotipo Hup* € reprimido de acordo com o hospe-
deiro. Sendo assim, um terceiro fen6tipo em termos
de expressdo da atividade da hidrogenase tem sido
estabelecido: Hupht (hydrogen uptake host-
regulated) (Van Berkum, 1990).

Rodrigues (1992) chama a atengao para os resul-
tados que indicam a influéncia dos hospedeiros na
expressdo da enzima hidrogenase, porque isto pode-
ria levar a conclusdes erroneas sobre a caracteriza-
¢do da estirpe quanto ao gene hup, ¢ sugere que a
enzima hidrogenase provavelmente apresenta fun-
¢oes diferentes, de acordo com a espécie estudada,
e os beneficios de sua atividade seriam variaveis
conforme o macrossimbionte.

Ha diferentes hipoteses e controvérsias sobre a
influéncia da inoculagéo de estirpes Hup™ ¢ Hup  na
eficiéncia do processo da fixagao simbidtica do N.
O presente trabalho foi elaborado com o objetivo de
determinar a eficiéncia de algumas estirpes de Brady-
rhizobium japonicum ¢ Bradyrhizobium elkanii com
caracteristicas Hup™, Hup" e Hup™ no desenvolvi-
mento do caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo, no
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP),
utilizando-se vasos de Leonard (1,0 L), com vermiculita e
silica, na proporgdo 2:1, autoclavados por uma hora, a
120°C. Todos os vasos receberam semanalmente 750 mL
de solugdo nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950) modifica-
dos por Contado (1990), e completados com agua esterili-
zada ou solugdo nutritiva, quando necessario.

Foram utilizadas quatro estirpes de Bradyrhizobium,
com caracteristicas definidas, sendo duas Hup*, denomi-
nadas SR ¢ USDA-110 (ambas B. japonicum), uma
Hup-, denominada 29W (B. elkanii), e uma Hup"", deno-
minada SEMIA-587 (B. elkanii), que apresenta a caracte-
ristica Hup® regulada pelo hospedeiro.

As estirpes cresceram em meio solido YM, e, poste-
riormente, em meio liquido (Vincent, 1970), a 28°C,
com agitacdo até alcangarem uma populacdo de
108 células/mL.

As cultivares utilizadas foram: IPA-202 (Empresa
IPA); BR-3 (Embrapa-CNPAF); VITA-4 (Embrapa-
CPATU). As sementes foram esterilizadas com hipoclorito
de sodio 10%, pré-germinadas, e, apds quatro dias, trans-
plantadas para os vasos. Em seguida, procedeu-
se a inoculagdo, nelas, de 1 mL da suspensdo bacteriana.
Apos cinco dias, foi realizado o desbaste, ficando duas
plantas por vaso, e estas receberam nova inoculagao e fo-
ram cobertas com uma camada de areia autoclavada, para
evitar contaminagdo. A coleta foi realizada 45 dias apos o
plantio, seccionando-se a planta 10 cm acima do nivel do
solo; a parte aérea das plantas foi acomodada em sacos de
papel e levada para secagem em estufa (65°C) até atingir
peso constante. O N foi determinado pelo método de
Kjeldahl, descrito por Bremner (1965). Na analise da ati-
vidade da nitrogenase, foi utilizado o método da redugao
de acetileno, proposto por Hardy et al. (1968). O etileno
foi determinado em um cromatégrafo modelo Beckmann
CG-65 com detector de ionizag¢ao de chama. Na atividade
da hidrogenase utilizou-se o método descrito por Saito
(1978); a liberagdo do H foi determinada por meio de um
cromatografo Varian, modelo 3700, usando-se o detector
de condutividade térmica. A seguir, foi avaliada a
nodulagao.

O teor de leghemoglobina (Lb) nos nodulos foi
mensurado segundo Wilson & Reisenaur (1963). A
Eficiéncia Relativa (ER) dos elétrons destinados a ativi-
dade da nitrogenase foi calculada pela equagao
ER = (I - H; liberado)/C;H, reduzido, de acordo com
Schubert & Evans (1976).

1927

Os resultados foram submetidos a analise de variancia,
conforme o delineamento experimental em blocos ao aca-
so, com arranjo fatorial 4 x 3 (estirpes x cultivares), com
trés repeti¢des. Para a separagdo entre médias, foi aplicado
o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculagio da estirpe SEMIA-587 (Tabela 1)
proporcionou maior niimero de nddulos, alcangan-
do valor médio de 115 nédulos por planta, enquan-
to a inoculag@o da estirpe 29W de caracteristica Hup-
alcangou valores médios de 65 nodulos por planta,
sendo similar a nodulagdo proporcionada pela
inoculagdo com a estirpe SR denominada como
Hup*. Em relagdo a comparagédo entre as cultivares
testadas, os resultados demonstraram, de modo ge-
ral, comportamento superior da cultivar VITA-4 em
relagdo as demais, com uma nodulagéo significativa-
mente maior em comparagao as cultivares IPA-202 ¢
BR-3. Ressalva-se a interagdo efetiva entre a cultivar
VITA-4 com as estirpes SEMIA-587 ¢ USDA-110.

Na Tabela 1, onde s@o apresentadas as interagdes
cultivar x estirpe nas determinac¢des da nitrogenase
e no nimero de nodulos, observou-se que os resul-
tados mais significativos foram observados na se-
gunda amostragem (65 dias apos o plantio), com
destaque para as cultivares VITA-4 ¢ IPA-202. O nu-
mero de nddulos aumentou significativamente nes-
sa época, em comparagao com a primeira amostragem
aos 45 dias. Entretanto, as intera¢des do nimero de
ndédulos em resposta as diferentes estirpes foram ob-
servadas ja aos 45 dias na cultivar VITA-4, com des-
taque para as estirpes SEMIA-587 ¢ USDA-110, que
apresentaram, em média, 180 ndédulos por planta. Aos
65 dias, essas estirpes quase duplicaram a nodulagéo,
nessa variedade. Quanto a atividade da nitrogenase,
observou-se aos 65 DAP, uma baixa resposta varietal
da BR-3, tanto em relag@o a estirpe quanto a época
de amostragem, o que demonstra uma baixa eficiéncia
na FBN dessa cultivar.

Aos 45 dias, ndo foram observadas intera¢des
significativas nos parametros de desenvolvimento
da planta (matéria seca ¢ acimulo de N da parte aé-
rea e teor de leghemoglobina nos nédulos), porém
ao0s 65 dias, fortes interagdes foram observadas nes-
ses parametros (Tabelas 1 ¢ 2), provavelmente devi-
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do ao substancial incremento da nodulacdo apds o
primeiro periodo de amostragem. De forma geral, as
estirpes Hup* proporcionaram os aumentos mais sig-
nificativos, apesar da forte interagdo observada com
os hospedeiros.

Quanto a eficiéncia nodular, os resultados suge-
rem que a interagdo entre as cultivares e as estirpes
Hup™ e Hup"r apresentaram ER igual a unidade, o
que indica o funcionamento da atividade da enzima
hidrogenase, e, possivelmente, auséncia da
hidrogenase na estirpe 29W (Hup), em associagdo
com as trés cultivares (Tabela 3). Segundo Hungria
& Neves (1986), valores de ER acima de 0,75
correspondem a uma agdo da enzima hidrogenase
com liberagdo de elétrons para o processo de fixagdo
de Nz.

Analisando o efeito das estirpes, a atividade
da nitrogenase detectada com as estirpes SR e
SEMIA-587 foi similar, mas superior as estirpes
USDA-110 ¢ 29W. Porém, as estirpes com caracteris-
tica Hup® e Hup"", quando inoculadas nas cultivares
IPA-202 e VITA-4, evidenciaram maiores atividades
enzimaticas do que a estirpe 29W com caracteristica
Hup™ (Tabela 1). Observou-se, também, que a estirpe
29W apresentou ER bastante inferior ao limite citado
por Hungria & Neves (1986); conseqiientemente,
ocorreu liberagdo de H, na reacdo catalizada pela
nitrogenase para reduc@o de N, atmosférico (Tabela
3). Os valores da ER alcangados com a estirpe 29W
variaram entre 0,43 a 0,0, significativamente inferio-
res as demais estirpes.

Os teores de Lb aos 65 DAP detectados na
interagdo entre as estirpes ¢ as variedades, estdo
correlacionados com a atividade da nitrogenase, na
qual foram observados os maiores teores de Lb nas
associagdes com as estirpes contendo Hup® (SR ¢
USDA-110) e Hup" (SEMIA-587). A relagdo entre
o teor de Lb e a atividade da nitrogenase encontrada
em nodulos contendo a estirpe 29W (Hup-) foi infe-
rior as demais interac¢des. Pela determinag¢do do N
acumulado, evidenciou-se que ndo houve diferencga
entre as cultivares estudadas; entretanto, foi detec-
tada diferenca significativa entre as estirpes avalia-
das. As estirpes com caracteristicas Hup* obtiveram
maiores acimulos de N (Tabela 2), o que evidencia
que os sistemas simbidticos que menos liberam H,
podem acumular maiores quantidades de N no hos-
pedeiro.
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TABELA 2. Peso da matéria seca (M.S.) e N-total da parte aérea de trés cultivares de caupi (Vigna unguiculata),
infectadas com estirpes de Bradyrhizobium aos 65 DAP. (Média de trés repeticdes)!.

Estirpes M.S. (g/vaso) N-total (mg/vaso)

IPA-202 VITA-4 BR-3 IPA-202 VITA-4 BR-3
SEMIA-587 6,70aA 5,50abA 6,39abA 105,54aA 145,06abA 175,21aA
SR 5,32aA 6,78aA 7,67aA 160,97aA 193,53aA 220,09aA
USDA-110 7,55aA 7,55aA 5,33abA 194,40aA 215,00aA 167,27aA
29W 5,45aA 3,23bA 4,17bA 188,25aA 77,59bB 123,60aAB
CV (%) 21 25

! Letras maitsculas 1éem-se na horizontal, para comparagdo de estirpes dentro das cultivares; letras minGsculas 1éem-se na vertical, para
comparagdo da cultivar dentro das estirpes; valores seguidos de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.

TABELA 3. Evolucio de H, e eficiéncia relativa (ER) em plantas de Vigna unguiculata em que foram inocu-
ladas estirpes Hup*, Hup - ¢ Hup" de Bradyrhizobium, colhidas com 45 e 65 dias apdés a

germinagio. (Média de trés repeticoes).

Cultivares SEMIA-587 USDA-110 SR 29W
H,' ER H, ER H, ER H, ER

45 dias apos a germinagdo

IPA-202 0,0 1 0,0 1 0,0 1 5,6 0,43

VITA-4 0,0 1 0,0 1 0,0 1 2.4 0,08

BR-3 0,0 1 0,0 1 0,0 1 52 0,0
65 dias apds a germinagdo

IPA-202 0,0 1 0,0 1 0,0 1 15,2 0,0

VITA-4 0,0 1 0,0 1 0,0 1 11,0 0,0

BR-3 0,0 1 0,0 1 0,0 1 7,1 0,0

! Atividade da hidrogenase em umol H,/vaso/hora.

Resultados similares foram encontrados por
Pahwa & Dogra (1983), segundo os quais, os efeitos
resultantes da utilizacdo de estirpes contendo
hidrogenase mostraram aumentos no peso da maté-
ria seca (14-53%) e no N total das plantas (21-65%),
em relagdo as plantas nas quais foram inoculadas
estirpes que ndo apresentam hidrogenase. La Favre
& Focht (1983), com feijao-guandu, ndo obtiveram
resultados conclusivos sobre a superioridade da es-
tirpe Hup* durante a simbiose, porém foi uma estir-
pe contendo a enzima hidrogenase a que obteve o

rendimento mais significativo de N-total da parte
aérea em relagdo aos demais tratamentos.
Rodrigues (1992), em trabalhos com soja inocula-
da com estirpes Hup™ e Hup™, ndo encontrou dife-
rencgas significativas quanto a atividade da
nitrogenase total ¢ atividade da nitrogenase especi-
fica. Contudo, as mesmas estirpes Hup* apresenta-
ram maiores contrastes nos valores em N-total e
matéria seca em caupi, com diferengas significati-
vas em relagdo aos mesmos parametros estudados
em soja. Assim, uma demonstragdo de que a enzima

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.34, n.10, p.1925-1931, out. 1999



1930

hidrogenase provavelmente apresenta fungdes dife-
rentes de acordo com a espécie estudada, e que des-
ta forma os beneficios de sua atividade seriam va-
riaveis de acordo com o hospedeiro. Outros autores
(Dixon, 1967; Carter et al., 1978) sugerem que a quan-
tidade de H; liberado depende da bactéria, uma vez
que ela possui informagdes genéticas para a sintese
das enzimas nitrogenase ¢ hidrogenase. Efeitos da
eficiéncia da interagdo foram encontrados por Lima
(1981) e Hungria & Neves (1986).

Neste trabalho, foi possivel diferenciar o desem-
penho simbidtico, tanto entre as cultivares de caupi
como entre as estirpes de B. japonicum ¢ B. elkanii,
com adicional efeito de interagdo. As estirpes de ca-
racteristicas Hup®, porém, apresentaram maiores efi-
ciéncias simbidticas.

CONCLUSOES

1. A inoculacdo das estirpes de caracteristica
Hup™, nas cultivares de caupi IPA-202 ¢ VITA-4,
apresenta as maiores eficiéncias na fixa¢ao de N, e
contribui para ganhos significativos de nitrogénio
acumulado na planta.

2. A estirpe de B. elkanii com caracteristica Hup™
(SEMIA-587) comporta-se como Hup* nas cultiva-
res de caupi IPA-202, VITA-4 e BR-3.
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