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Resumo: Calopogonium caeruleum, tribo Phaseolae, subfamilia Papilionoideae, familia
Leguminosae (Fabaceae), amplamente utilizada na adubacdo verde e como forrageira. O
objetivo desse trabalho foi identificar se a espécie apresenta tolerancia do sistema simbiético a
presenca de nitrato, inferido pela manutencdo da nodulacdo e pela anélise da translocacdo de
ureideos pela seiva de xilema. Foram estabelecidos dois tratamentos distintos: todas as plantas
foram inoculadas e tratadas com solugdo nutritiva incompleta (sem nitrato) durante trés
semanas. Posteriormente foram divididas em dois lotes: um recebeu solucdo nutritiva
incompleta, e a outra solucdo nutritiva completa (com nitrato) num periodo de
aproximadamente 20 dias. Observou-se que plantas +NOjs™ apresentaram maior nimero de
nddulos em relacdo aosnddulos presentes em plantas —N. No caso de ureideos totais as plantas
+NOj3;" apresentaram uma média de 2,40 pmoles/mL enquanto que as plantas — N
apresentaram uma média de 4,08 pmoles/mL. Com base no exposto, em C. caeruleum, por
ndo ocorrer abandono total da nodulacdo, a planta se mostrou parcialmente tolerante a
presenca de nitrato. A translocacdo de compostos nitrogenados via xilema se manteve elevada
em plantas recebendo nitrato, podendo se inferir, pelos niveis de ureideos presentes, que
existe uma aparente tolerancia do sistema de fixagdo a presenca de nitrato.
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Calopogonium caeruleum symbiotic system shows low tolerance to the nitrate

Abstract: Calopogonium caeruleum, Phaseolae tribe, subfamily Papilionoideae, family
Leguminosae (Fabaceae), is widely used in green manure and as forage. The aim of this study was to
identify if the species have a symbiotic system's tolerance to the nitrate presence, inferred by the
nodulation maintenance and analysis of the ureide translocation in the xylem sap. Two distinct
treatments were established: all plants were inoculated and treated with incomplete nutritive
solution (without nitrate) for three weeks. Plants were then divided into two groups: one received
incomplete nutritive solution, and the other complete nutritive solution (with nitrate) in a period of
about 20 days. It was observed that plants receiving NOj; showed a larger number of nodules
compared to nodules presented in plant -N. For total xylem ureide there was a significant variation, +
NO; plants had an average of 2.40 umoles / mL while the plants - N had an average of 4.08 umoles /
mL. Based on the stated, in Calopogonium caeruleum, because there is no abandonment of
nodulation, the plant was partly tolerant to the presence of nitrate. The translocation of nitrogenous
compounds by xylem kept high in plants receiving nitrate, suggesting by the levels of ureides, that
there is an apparent tolerance of the symbiotic system to the presence of nitrate.
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Introducéo

A presenga de nitrogénio mineral no solo é um dos principais fatores que afeta a
nodulacédo e/ou a fixagdo (Camargos e Sodek, 2010). Desta forma, a identificacdo de espécies
que apresentem tolerancia do sistema de fixacdo a presenca de nitrogénio mineral no meio €
um dos primeiros passos para a identificacdo de quais 0s mecanismos que estdo envolvidos no
processo de tolerancia ou sensibilidade do sistema simbidtico a presenca de nitrato e amonia
no solo.

Quando considera-se o efeito sobre a nodulacdo, a presenca de nddulos com aspecto
funcional é o fator indicativo; em relacdo a fixacdo, varios autores relacionam a presenca de
ureideos em seiva de xilema como fator indicativo da fixacdo bioldgica (Atkins et al., 1980;
Pate et al., 1980; Atkins et al., 1983; Drevon et al., 1988; Schubert, 1986; Streeter, 1988;
Dakora et al., 1992; Bacanamwo e Harper, 1997; Bacanawmo e Purcell 1999; Leidi e
Rodriguez-Navarro, 2000; Amarante e Sodek, 2006) e que, conseqiientemente, 0s ureideos
presentes na seiva do xilema podem ser usados como indicadores desta atividade (Herridge e
Rose, 2000; Herridge et al., 2005).

A literatura tem reportado casos em que em presenca de até 5 mM de nitrato no meio
observa-se manutencdo da fixacdo bioldgica (Betts e Herridge, 1987; Dakora, 1998), sendo
que, em soja, por exemplo, a presenca de 15 mM de nitrato inibe por completo a nodulagéo
e/ou a fixagdo (Sodek e Silva, 1996). Camargos e Sodek (2010) identificaram que
Calopogonium mucunoides apresenta tolerancia a presenca de 15 mM de nitrato e, mesmo na
presenca de 30 mM se mantém nodulado e com atividade de N-fixacdo, ocorrendo apenas
uma pequena reducdo na atividade da enzima nitrogenase.

O Calopogonium caeruleum, tribo Phaseolae, subfamilia Papilionoideae, familia
Leguminosae (Fabaceae), € uma leguminosa tropical de ampla distribuicdo e muito utilizada
em adubacdo verde. Apesar de apresentar crescimento rapido e aparente tolerancia a seca (o
que foi observado em experimentos preliminares), dados sobre o metabolismo de nitrogénio
desta especie sdo inexistentes.

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar, em Calopogonium caeruleum,
se h& alteracbes no metabolismo de nitrogénio de plantas completamente dependentes da
fixacdo, quando estas sdo expostas ao nitrato, com o proposito de identificar espécies que

apresentam tolerancia do sistema simbidtico a presenca do nitrato.
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Material e Métodos

Sementes  de Calopogonium caeruleum  foram fornecidas pela
EMBRAPA/CENARGEN, multiplicadas em area experimental e, entdo, colocadas para
germinar em papel de filtro. Apos a germinacéo, as plantas foram transferidas para vasos de
com capacidade para 4 L contendo vermiculita, uma planta por vaso, em casa de vegetacao
sem controle de fotoperiodo, com um maximo de intensidade luminosa em torno de 2050
umol m? s préximo do meio-dia. As plantas foram inoculadas com uma suspensdo de
nodulos retirados da mesma espécie, e tratadas com solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland
e Arnon, 1938), com aplicacdes de 100 mL de solugdo nutritiva, duas vezes por semana.
Foram estabelecidos dois tratamentos: plantas recebendo solugdo nutritiva sem nitrogénio
(sem N) e plantas recebendo 15 mM de nitrato (NO3™ 15 mM). Foram realizados cultivos entre
0 periodo de janeiro a maio de 2008. As coletas foram realizadas em maio apds as plantas
atingirem a fase adulta. Foram utilizadas trés repeti¢cOes para cada tratamento. A seiva de
xilema foi coletada segundo descrito por McClure e Israel (1979), em torno de 10:30 a.m. As
raizes, as folhas e os nddulos foram separados, congelados em nitrogénio liquido e estocados
a -80 °C para andlises posteriores.

Os compostos nitrogenados foram extraidos conforme descrito por Bieleski e Turner
(1966), e quantificados conforme descrito por Yemm e Cocking (1955) Cataldo et al. (1975),
Bradford (1976) e Vogels e Van Der Drift (1970), para aminoacidos, nitrato, proteina e
ureideos (totais, alanotina e acido alantoico), respectivamente. A atividade da enzima nitrato
redutase (NR) in vivo foi realizada conforme método descrito por Radin (1973). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Resultados e Discussao

A inibicdo da nodulacéo e do crescimento dos nddulos (nimero e massa de nodulos
por planta) pela presenca de nitrato no meio é bastante conhecida em leguminosas (Streeter,
1988; Glyan’ko et al., 2009). Em Calopogonium caeruleum, em estadio vegetativo, a
exposicdo ao nitrato afetou o numero e massa dos nodulos, sendo que plantas do tratamento
+NOj3 apresentaram maior nimero e menor massa de nodulos, o que permite inferir que ha

nodulacdo, mas com nédulos menores (Tabela 1).
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Tabela 1. Nodulagéo, conteudo de compostos do metabolismo de nitrogénio e atividade de
nitrato redutase (NR) em tecidos de Calopogonium caeruleum durante o estadio vegetativo

Tratamento Nitrato NRA ALT Proteina Ureideos Alantoina Acido Matéria NUmero
totais Alantdico Fresca de

de nédulos
Nodulos

Folhas:

-N 7,75B 19,43B 0,55A 0,84A 9,15A 3,22A 5,93A

NOs 16,81A 124,73A 0,41A 0,71A 541B 3,47A 1,94B

Raizes:

-N 557B 15,87B 2,04A 0,29A 18,27A 1241A 5,86A

NOs 8,06A 76,30A 0,77B 0,06B  14,34A 9,24A 5,10A

Nddulos:

-N 2,53B ND 3,72A 0,50A  9,98A 5,52A 4,46A 424A  79B

NOs 26,46A 273,99 0,76B 0,41A 4,19B 3,13A 1,06B 1,22B  226A

Os valores sdo referentes a média de trés repeticGes Letras iguais para um mesmo parametro, dentro de um
mesmo estadio de desenvolvimento, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados expressos em UM NO,
/gMF.h* (atividade de nitrato redutase), mg/gMF (proteina) e umol/gMF (nitrato, aminoacidos, ureideos totais,
alantoina e &cido alantéico). NO3™: plantas recebendo 15 mM de nitrato; -N: plantas ndo expostas ao nitrato.
NRA: atividade da enzima nitrato redutase; ALT: aminoacidos livres totais; ND: ndo detectado.

O fato de as plantas receberem nitrogénio antes e durante a nodulagdo, nao foi um
fator limitante para a formacdo de nddulos, tanto que os dois tratamentos apresentaram
nodulacdo efetiva, isto é, ndo houve inibicdo da nodulacdo. Houve uma variacdo expressiva
no ndmero de nddulos encontrados nos tratamentos, semelhante ao ja reportado para
Calopogonium mucunoides (Camargos e Sodek, 2010). Também foi evidente que o
fornecimento de nitrato levou a absorcdo e metabolizacdo deste, pois pode-se constatar que
nas folhas e nos nddulos das plantas que receberam solucéo nutritiva completa (+NOs3’) houve
uma maior concentracdo de nitrato e maior atividade de nitrato redutase, acompanhada por
uma reducdo nos niveis de aminoacidos e de proteinas, evidenciando ser o tecido foliar o sitio
preferencial de reducédo de nitrato. Em feijdo comum, foi relatado que o aumento da atividade
de NR pode estar relacionado a inibicdo da fixacdo e posteriormente da nodulacéo (Leide e
Rodriguez-Navarro, 2000), o que ndo pode ser aplicado para Calopogonium caeruleum, uma
vez que a atividade de NR em nddulos mostrou ser estimulada por nitrato o que sugere um
efeito positivo deste, onde a planta se manteve nodulada mesmo apds 15 dias recebendo
nitrato.

N&o houve variagéo no contetdo de aminoacidos livres totais translocados via xilema
(Tabela 2), mas em raizes e nddulos observou-se maior concentracdo de aminoacidos livres

totais no tratamento —N (Tabela 1). As concentracdes de proteina total sé foram superiores em
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raiz, no tratamento -N, sendo que ndo houve variagdo entre os tratamentos nos tecidos de

folhas e nddulos (Tabela 1).

Tabela 2. Contetdo de compostos do metabolismo de nitrogénio translocados via xilema em
Calopogonium caeruleum durante o estadio vegetativo

Tratamento  Nitrato ALT Ureideos totais  Alantoina Acido
Alantéico

Seiva de

xilema

-N 5,60B 1,8A 4,08A 1,85A 2,23A

+NO3 60,93A 1,9A 2,40B 1,48A 0,92B

Os valores sdo referentes @ média de trés repeti¢des Letras iguais para um mesmo parametro, dentro de um
mesmo estadio de desenvolvimento, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados expressos em pmol/mL. NOs’
: plantas recebendo 15 mM de nitrato; -N: plantas ndo expostas ao nitrato. ALT: aminoécidos livres totais; ND:
ndo detectado.

Houve varia¢do no contetdo de ureideos em tecidos (Tabela 1) e seiva de xilema
(Tabela 2), onde o tratamento +NOgs’, apresentou menor concentracdo de ureideos totais em
folhas, nodulos e seiva de xilema.

Vaérios autores sugerem que a sensibilidade do sistema de fixacdo em resposta a seca
esta relacionado ao acumulo de ureideos em tecidos, folhas e noédulos (Sinclair et al. 2003;
Purcell et al., 2004; King e Purcell, 2005). Essa hipotese sugere que o aumento de ureideos ou
aminoacidos em folhas ou nédulos coincide com a reducdo na fixacdo de nitrogénio e que a
recuperacdo da fixacdo depende do restabelecimento da concentracdo inicial dos compostos
nitrogenados que regulam a fixacao (King e Purcell, 2005). Hussain et al. (1992) relatam, que
em soja, no cultivar nts1007, a aplicacdo de nitrogénio reduziu os teores de alantoina no caule
e na raiz; no entanto esta relacdo ndo ocorre em Calopogonium caeruleum, uma vez que no
tratamento sem nitrogénio, a variacdo de alantoina ndo € significativa em relacdo ao que
recebeu nitrato. Observando-se os dados, fica evidente o ndo abandono da nodulagdo em
presenca de nitrato, ao contrrio do observado em soja, durante o processo de abandono da
fixacdo em resposta a seca (Sinclair et al., 2003; Purcell et al., 2004, King e Purcell, 2005), o
que pode ser corroborado pelos niveis de ureideos observados nos tecidos de Calopogonium
caeruleum nos dois tratamentos, onde ndo observou-se variagoes significativas.

Vérios sdo os trabalhos que demonstram uma relagdo estreita entre os teores de
ureideos translocados via xilema com a atividade de N-fixacdo (Atkins et al., 1980; Pate et al.,
1980; Atkins et al., 1983; Drevon et al., 1988; Schubert, 1986; Streeter, 1988; Dakora et al.,
1992; Bacanamwo e Harper, 1997; Bacanawmo e Purcell, 1999; Leidi e Rodriguez-Navarro,
2000; Amarante e Sodek 2006) e que, consequentemente, os ureideos do xilema podem ser
usados como indicadores desta atividade (Herridge e Rose, 2000; Herridge et al., 2005). Nas
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leguminosas como soja (Puiatti e Sodek 1999; Amarante e Sodek, 2006) e outras
leguminosas, como Vigna (Pate et al., 1992) e Arachis (Peoples et al., 1991), o nitrato causa
uma grande reducdo nos teores de ureideos no xilema, reflexo da inibicdo da fixacdo de N
provocada pelo nitrato, enquanto ocorre aumento de NO3™ nos exsudatos do xilema (Puiatti e
Sodek, 1999).

A presenca de nitrato também néo afetou a forma de ureideos presente nos tecidos,
ou seja, os niveis de alantoina e acido alantoico, entre os tratamentos. Este comportamento é
diferente do observado para Calopogonium mucunoides, onde a fonte de nitrogénio mostra
ndo afetar os niveis de ureideos totais, mas a forma de ureideo exportado e/ou presente nos
tecidos (Camargos e Sodek, 2010).

Em Calopogonium caeruleum, a manutencdo da alta concentracdo de compostos
nitrogenados (como aminoacidos sollveis totais, acido alantico e ureideos totais)
translocados em seiva de xilema de plantas que receberam nitrogénio podem representar um

indicativo aparente de eficiéncia do sistema de fixacdo na presenca de nitrato.

Conclusdes
Embora haja reducdo na massa dos nddulos, a espécie apresenta tolerancia ao nitrato,

uma vez que ndo houve abandono da nodulacdo. A manutencdo da nodulacdo e da
translocacdo de ureideos ¢ fator indicativo de tolerancia do sistema simbidtico a presenca de
nitrato.
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