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SECAO III - BIOLOGIA DO SOLO

EXPRESSAO DOS GENES nod DE Rhizobium tropici, R. etli
E R. leguminosarum bv. phaseoli E ESTABELECIMENTO
DA NODULACAO DO FEIJOEIRO NA PRESENCA
DE EXSUDATOS DE SEMENTES DE Mimosa
flocculosa E Leucaena leucocephalat®

F.M. MERCANTE® & A. A. FRANCO®

RESUMO

Na etapa inicial da troca de sinais moleculares entre macro e
microssimbiontes, a interac&o do feijoeiro e estirpes de Rhizobium tropici, R.
etli e R. leguminosarum bv. phaseoli foi avaliada pela expressédo dos genes nod
de estirpes bacterianas, contendo a fusdo nodA::gusA. Esta avaliagao foi efetuada
por meio da atividade da enzima R-glucuronidase, utilizando, como indutores,
exsudatos liberados pelas sementes de Mimosa flocculosa e Leucaena
leucocephala. Além disso, avaliou-se o efeito da adicdo desses exsudatos no
estabelecimento da nodulacéo do feijoeiro, cv. Carioca. Nos testes “in vitro”, a
mistura de exsudatos de sementes de feijoeiro e M. flocculosa promoveu aumentos
sinergisticos significativos na expressdo dos genes nod, tanto das estirpes de
R. tropici (CIAT 899/pGUS 32 e F 98.5/pGUS 32) quanto de R. etli (CFN 42/pGUS 32).
Em condigdes controladas, a adi¢ao dos exsudatos, tanto de M. flocculosa quanto
de L. leucocephala, proporcionou aumento significativo na nodulagao inicial do
feijoeiro, quando foi inoculada a estirpe CFN 42 (R. etli). A nodulacgéo do feijoeiro
cultivado em vasos com solo nao foi inibida pelo suprimento de N-mineral, quando
se inoculou a estirpe CIAT 899 (R. tropici) e foram fornecidos exsudatos de
sementes de M. flocculosa.

Termos de indexacgado: Phaseolus vulgaris, genes nod, B-glucuronidase, simbiose,
sinais moleculares.
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SUMMARY: EXPRESSION OF nod GENES IN Rhizobium tropici, R. etli, R.
leguminosarum bv. phaseoli AND BEAN NODULATION IN THE
PRESENCE OF Mimosa flocculosa AND Leucaena leucocephala
SEED EXUDATES

The first steps of molecular signal exchange between the bean plant and its Rhizobium
spp. microsymbionts were studied. The effects on nodulation of the addition of seed exudates
of two different leguminous tree plants, Mimosa flocculosa or Leucaena leucocephala, in
the presence of R. tropici, R. etli or R. leguminosarum bv. phaseoli were studied. The expression
of nod genes was also measured “in vitro” by the activity of 3-glucuronidase on different
genetically modified strains possessing the fusion nodA::gusA, using as inducers seed exudates
from both leguminous trees. In general, a very complex interaction among the different
inducers was observed. Seed exudates, both from Mimosa and Leucaena, led to a significant
raise on initial nodulation of the bean plant when inoculated with the strain of R. etli
CFN 42 but not when inoculated with R. tropici or R. leguminosarum bv. phaseoli. Mixed
beans and Mimosa seed exudates presented a sinergistic effect on the expression of nod
genes, measured by the activity of R-glucuronidase, on strains of R. tropici (CIAT 899/
pGUS 32, F 98.5/pGUS 32) and R. etli (CFN 42/pGUS 32). The addition of nitrogen did
decrease common bean nodulation except when the plants were inoculated with the strain
CIAT 899 (R. tropici) and supplied with seed exsudates from M. flocculosa.

Index terms: Phaseolus vulgaris, nod genes, molecular signals, 3-glucuronidase, symbiosis.

INTRODUCAO

A associacdo simbiodtica entre estirpes de
Rhizobium e espécies de leguminosas resulta de um
processo complexo, que envolve a expressao de genes
simbidticos de ambos os parceiros. Nesse contexto, a
coordenacdo das diversas etapas da formacédo dos
nodulos radiculares em leguminosas ocorre por uma
intensiva troca de sinais moleculares entre a planta
e a bactéria.

Na etapa inicial desta comunica¢cdo molecular
entre macro e microssimbiontes, as plantas
hospedeiras exsudam substancias, incluindo-se
carboidratos, aminoacidos, além de compostos
fendlicos (flavondides, isoflavondides e outros —
chamados, coletivamente, no presente trabalho, de
flavonoides), que atuam ndo apenas como quimio-
atraentes para a bactéria, mas também como
indutores dos genes da nodulagédo-nod e nol,
coletivamente denominados genes nod do rizobio
(Firminetal., 1986; Peters et al., 1986; Redmond et
al., 1986; Krishnan et al., 1995). Uma vez ativos, esses
genes da nodulagdo promovem no microssimbionte
a sintese de outros sinais, chamados “fatores Nod” e
identificados como lipooligossacarideos, também
denominados oligossacarideos lipoquitinicos
(Lerouge et al., 1990; Schultze et al., 1994; Lo6pez-
Laraetal., 1995). Esses sinais da bactéria produzidos
em resposta aos indutores presentes nas sementes
e raizes das espécies sdo responsaveis pelas
alteracdes morfoldgicas nas raizes, durante o estadio
da pré-infeccdo, como o encurvamento do pélo
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radicular, a diviséo das células corticais e a indugéo
do meristema do nédulo (Lerouge et al., 1990; Spaink
etal., 1991; Truchetetal., 1991; Schultze et al., 1992;
van Rhijn & Vanderleyden, 1995). Apos estas etapas
iniciais, as bactérias aderem-se aos pélos radiculares,
penetram na raiz do hospedeiro e inicia-se a
formac&o do ndédulo (Hungria, 1994; van Rhijn &
Vanderleyden, 1995).

As proteinas NodD atuam, pois, como ativadores
transcripcionais, que se ligam ao gene “nod box”, uma
seqUiéncia de nucleotideos presente no promotor dos
genes nod, sendo induziveis pelos exsudatos das
plantas (Kondorosi, 1992). Assim, a ativacdo da
expressédo do gene nod pelas proteinas NodD requer
a presenca de compostos liberados nos exsudatos das
plantas (Long, 1989). Essas moléculas indutoras sao
muito ativas, mesmo em baixas concentragdes, e
podem estimular a expressao do gene nod em poucos
minutos de exposi¢ao (Djordjevic et al., 1987; Zaat
etal., 1987).

Contudo, as interacOes dos flavondides da planta
hospedeira e a proteina NodD do microssimbionte
parecem muito mais complexas do que a simples
ativacéo dos genes nod. Tem sido demonstrado que
os compostos fendlicos presentes nos exsudatos de
plantas leguminosas também podem atuar como
inibidores da transcri¢do dos genes nod, sugerindo
gue a ativacdo desses genes seja determinada pela
relacéo entre os compostos indutores e os inibidores
(Djordjevic et al., 1987). Segundo Hartwig et al.
(1989), a presenca de concentracfes subdtimas de
diferentes indutores pode resultar num aumento
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sinergistico na expressao do gene nod. Neste sentido,
Hungria et al. (1992) observaram um aumento na
transcricéo dos genes nod de R. leguminosarum bv.
phaseoli pela acédo sinergistica entre a malvidina
(3,5,7,4'-tetra-hidroxi-3‘,5'-di-metoéxi-flavilium),
principal indutor das sementes de feijdo, e a
genisteina, indutor mais ativo das raizes.

Dentro deste contexto, o conhecimento da
interacdo dos diferentes compostos indutores dos
genes da nodulagdo do rizobio, presentes em
exsudatos de sementes e raizes de leguminosas,
representa uma ferramenta importante nos estudos
da interacéo planta-rizdbio.

Outro aspecto a ser considerado nos estudos da
interacdo simbidtica entre estirpes de Rhizobium e
o feijoeiro refere-se ao efeito do excesso de nitrogénio
combinado, que, frequentemente, limita o potencial
de nodulacéo e fixacdo de N,. De maneira geral, o
nitrogénio mineral influi, em diferentes magnitudes,
na interacdo rizobio-leguminosa, como, por exemplo,
no controle da producao de flavonoides pela planta
e naadesdo da bactéria as raizes, além de influenciar
0 processo de infecgdo, desenvolvimento nodular e
atividade da nitrogenase (Streeter, 1988). Contudo,
0s mecanismos pelos quais o nitrogénio combinado
limita a nodulac&o ainda n&o sdo bem conhecidos.
Em Rhizobium meliloti e Bradyrhizobium japonicum,
verificou-se que o efeito inibitério do nitrogénio
combinado na nodulagéo estava relacionado com a
inibicéo da expressédo dos genes nodABC do rizdbio
(Dushaetal., 1989; Wang & Stacey, 1990). Por outro
lado, resultados experimentais obtidos por Mercante
et al. (1995) demonstraram que a presenca de N-
mineral no momento da inducdo ndo inibiu a
expressdo dos genes nodABC de estirpes de R.
tropici, R. etli e R. leguminosarum bv. phaseoli,
embora a nodulagdo de dois cultivares de feijoeiro
tenha sido inibida, mesmo em niveis baixos de
nitrogénio adicionados.

Assim, este trabalho teve como objetivos: (a)
avaliar a expressédo dos genes nod de estirpes de
rizébio pertencentes as diferentes espécies
simbiontes do feijoeiro, na presenca de exsudatos
liberados pelas sementes de feijoeiro, Mimosa
flocculosa e Leucaena leucocephala, e (b) avaliar os
efeitos na nodulacdo do feijoeiro, pela adi¢do de
exsudatos de sementes de M. flocculosa ou
L. leucocephala no plantio de feijoeiro, inoculado com
estirpes de R. tropici, R. etli e R. leguminosarum bv.
phaseoli e, ou, suprido com nitrogénio mineral.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos exsudatos de sementes

As sementes de Mimosa flocculosa e Leucaena
leucocephala (var. K-72) foram escarificadas (H,SO,
concentrado, por 5 e 10 min, respectivamente), e
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lavadas em grande quantidade de agua. Em seguida,
estas sementes, além das sementes de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), cv. Carioca, foram tratadas
com alcool absoluto por 30 seg e, em seguida, imersas
em hipoclorito de sédio (30%), por trés minutos, e
lavadas com agua destilada esterilizada.

Posteriormente, as sementes de feijao (30,0 g), M.
flocculosa (5,0 g) e L. leucocephala (10,0 g) foram
imersas em 200, 100 e 100 mL de agua destilada
esterilizada, respectivamente, e mantidas 24 h no
escuro a 30°C, sob leve agitacao (80 rpm). Parte
dessas misturas de agua e exsudatos foi utilizada
na avaliacdo da expressao dos genes nod das estirpes
de rizébio e parte foi utilizada nos estudos de
estabelecimento da nodulagéo do feijoeiro.

Expressédo dos genes nod de Rhizobium na
presenca de exsudatos de sementes de
feijoeiro, M. flocculosa e L. leucocephala

A capacidade indutora dos genes da nodulagdo
de Rhizobium foi avaliada pela atividade da enzima
-glucuronidase, cuja sintese é codificada pelo gene
gusA, utilizando, como substrato, p-nitrofenil-R3-D-
glucuronideo, na concentracédo de 1.000 pg mL-1
(Jefferson, 1987).

Inicialmente, o plasmideo pGUS32 (van Rhijn et
al., 1993), no qual o gene gusA encontra-se sob o
controle do promotor dos genes nodABC, foi
introduzido, por conjugacao, nas estirpes de R. tropici
(CIAT 899 e F 98.5), R. etli (CFN 42) e
R. leguminosarum bv. phaseoli (CNPAF 512). As
estirpes CIAT 899, CFN 42 e CNPAF 512 que
continham a fusao nodA::gusA foram gentilmente
cedidas por C. de O. Cunha (“Catholic University of
Leuven” - Bélgica). Tais estirpes foram crescidas por
dois dias em “meio minimo” (YM- Vincent, 1970-
modificado pela substituicédo do extrato de levedura
por 1 g L-1 de NH4NO;), a 30°C.

Nas anélises da expressdo dos genes da
nodulacéo, foram adicionados 20 pL das culturas de
bactéria e utilizadas concentragdes variadas (0, 20,
40, 60, 80 e 90%) de exsudatos de sementes,
padronizando-se o volume final com solugéo
nutritiva isenta de nitrogénio (Norris & T‘Mannetje,
1964, modificada), segundo Mercante (1997).

Apos os periodos de 24 e 48 h, as reagdes foram
realizadas pela adi¢do de 100 pL do “tampéo GUS”
(50 mM Nay,HPO,, 10 mM R-mercaptoetanol, 0,1%
Triton 100, 1 mM Na,EDTA, 0,1% SDS (sodio dodecil
sulfato), pH 7,0) para 100 pL das culturas induzidas,
sob temperatura de 37°C. Ap6s um periodo de uma
hora de reacdo, essa foi paralisada pela adi¢éo de
100 pL de Na,CO3 1 M. Parte dos exudatos foi
esterilizada por filtracdo, em filtros milipore (Millex,
Milipore S.A.) esterilizados, com diametro dos poros
de 0,22 pum, e parte foi analisada sem esterilizacdo
(exsudato bruto). As absorbéancias foram medidas a
405 e 595 nm e as unidades calculadas conforme
Miller (1972).
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Estabelecimento da nodulacgéo do feijoeiro na
presenca de exsudatos de sementes

O efeito da adigao de exsudatos de sementes de
M. flocculosa e L. leucocephala no estabelecimento
da nodulacéo do feijoeiro foi avaliado em dois
experimentos, sob condic¢fes controladas de casa de
vegetacao (“Experimento A”) e camara de crescimento
(“Experimento B”) - 12 h de luz dia-1, a 25°C. Em ambos
0s experimentos, as estirpes de R. tropici (CIAT 899
e F 98.5), R. etli (CFN 42) e R. leguminosarum bv.
phaseoli (CNPAF 512) foram inoculadas no feijoeiro,
que também foi suprido com exsudatos de sementes
de M. flocculosa ou L. leucocephala. No
“Experimento B”, avaliou-se, ainda, o efeito da adi¢ao
de N-mineral no estabelecimento da nodulacéo do
feijoeiro na presenca/auséncia dos exsudatos de
sementes de M. flocculosa. Em ambos os
experimentos, foram incluidos tratamentos sem
inoculagdo e sem suprimento de exsudatos de
sementes. No “Experimento A”, avaliaram-se as
plantas crescidas em condi¢Oes axénicas (vasos de
“Leonard”, com areia e vermiculita - 2:1, v:v) e, no
“Experimento B”, as plantas foram crescidas em
recipientes (500 mL) com Podzélico Vermelho-
Amarelo (PVA) - série “Itaguai”.

Condicdes de crescimento das plantas e
inoculacao das sementes

No cultivo do feijoeiro em vasos de “Leonard”
(quatro sementes por unidade), foram adicionados
2 mL das culturas de rizébio (108 células mL-1). Aos
tratamentos foram adicionados exsudatos de
sementes de M. flocculosa ou L. leucocephala
(0,5 mL, por semente de feijao). No “Experimento
B”, a adubacé&o nitrogenada foi efetuada a cada dois
dias, utilizando a dose de 4 mg N-NH,NO3, por
planta, totalizando 28 mg planta-1 de N (17 dias apos
a emergéncia - DAE).

Em ambos os experimentos, as plantas foram
supridas com solucdo nutritiva sem nitrogénio
(Norris & T‘Mannetje, 1964, modificada), conforme
descrito em Mercante (1997). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados
com quatro repeticdes.

RESULTADOS

Expressdo dos genes nod de Rhizobium na
presenca de exsudatos de sementes de P.
vulgaris, M. flocculosa e L. leucocephala

Observaram-se os valores mais elevados da
atividade da enzima R-glucuronidase nas estirpes
CIAT 899 (pGUS 32) e CFN 42 (pGUS 32), entre as
quatro testadas, quando os exsudatos, tanto de
sementes de feijoeiro quanto das duas leguminosas
arboreas, foram utilizados como indutores dos genes
nod.
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A utilizacdo dos exsudatos filtrados como
indutores do gene nodA da estirpe CIAT 899
(pGUS 32) proporcionou, com 24 h de inducdo,
valores mais elevados na atividade da enzima B-
glucuronidase, quando se usou 90% da concentragao
dos indutores (Figura 1a). Uma excec¢ao, entretanto,
foi observada com os exsudatos de sementes de
M. flocculosa, que ndo demonstraram nenhuma
atividade indutora, independentemente da
concentracéo utilizada. Com os demais exsudatos, a
expressdo dos genes nod observada esteve entre 10
e 20 vezes maiores do que o controle sem indutor
(Figura 1a). Avaliando as inducdes no periodo de 48 h
com os exsudatos de sementes filtrados (Figura 1c),
verificou-se que as maiores atividades da enzima
-glucuronidase foram obtidas com a mistura de
exsudatos de sementes de feijao e M. flocculosa (1:3),
atingindo valores, aproximadamente, 30 vezes
superiores ao do controle sem indutor ou ao do
tratamento em que foram usados apenas exsudatos
de sementes de M. flocculosa, que também néo
demonstrou nenhuma atividade indutora dos genes
nod. O efeito da mistura dos exsudatos foi vinte vezes
superior, em comparagao ao uso apenas de exsudatos
de sementes de feijdo como indutor. Analisando os
exsudatos de sementes que nao foram filtrados,
foram encontrados, com 24 h de induc¢é&o, os maiores
valores da atividade indutora para os exsudatos de
feijdo que ndo foram combinados com exsudatos de
sementes de outras espécies, principalmente na
concentragdo de 90% de indutor (Figura 1b).
Entretanto, com 48 h de indugao, ndo se verificaram
diferencas evidentes entre os diferentes compostos
exsudados (combinados ou néo), utilizados como
indutores, atingindo valores de cinco a dez vezes
maiores do que o do tratamento sem indutor, na
concentracao de 90 % de indutor (Figura 1d).

A expressdo do gene nodA da estirpe F 98.5
(pGUS 32), na presenca dos exsudatos de sementes
das espécies leguminosas utilizadas, apresentou uma
variagdo na atividade indutora, conforme a
concentracéo de exsudatos utilizados como indutores
e o tipo de composto liberado pelas sementes das
diferentes espécies (Figura 2). Apds 24 h de indugao,
os valores mais elevados da atividade da enzima 3-
glucuronidase foram observados com a mistura de
exsudatos brutos de feijoeiro e M. flocculosa. Esse
aumento sinergistico na atividade indutora dos genes
nod foi observado, principalmente, na concentragéo
de indutor de 90% (Figura 2b). De maneira geral, a
atividade indutora dos genes nod decresceu apos o
periodo de 48 h de inducéo (Figuras 2c e 4d).

Quando se utilizaram exsudatos liberados pelas
sementes das leguminosas como indutores dos genes
nodA da estirpe CFN 42 (pGUS 32), observou-se uma
expressao bastante elevada da capacidade indutora,
principalmente ap6s o periodo de 24 h de inducéo
(Figuras 3a e 3b). Na avaliacdo realizada neste
periodo com os exsudatos filtrados, verificou-se um
aumento sinergistico na atividade indutora dos
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Figura 1. Atividade da enzima B-glucuronidase, resultante da inducao dos genes nod da estirpe CIAT 899
(pGUS 32) pela presenca de exsudatos de sementes filtrados (a, c) e brutos (b, d), em dois tempos de
inducédo distintos (24 e 48 h). Valores relativos aos controles (culturas de bactérias na auséncia de
indutores - exsudatos de sementes). Os valores referentes aos controles sao iguais a 1,0.
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Figura 2. Atividade da enzima R-glucuronidase, resultante da inducéo dos genes nod da estirpe F 98.5
(pGUS 32) pela presenca de exsudatos de sementes filtrados (a, c) e brutos (b, d), em dois tempos de
inducdo distintos (24 e 48 h). Valores relativos aos controles (culturas de bactérias na auséncia de
indutores - exsudatos de sementes). Os valores referentes aos controles sao iguais a 1,0.
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Figura 3. Atividade da enzima R-glucuronidase, resultante da indugdo dos genes nod da estirpe CFN
(pGUS 32) pela presenca de exsudatos de sementes filtrados (a, c) e brutos (b, d), em dois tempos de
inducéo distintos (24 e 48 h). Valores relativos aos controles (culturas de bactérias na auséncia de
indutores - exsudatos de sementes). Os valores referentes aos controles sdo iguais a 1,0.

genes nod, quando utilizada a mistura de exsudatos
de sementes de P. vulgaris e M. flocculosa
(Figura 3a). Tal efeito foi verificado mesmo nas
concentragdes mais baixas de indutores, alcancando
valores, aproximadamente, quarenta vezes superiores
ao do tratamento controle (sem indutor) e quinze vezes
ao do tratamento sem os exsudatos de M. flocculosa
presentes (Figura 3a). Ap6s 48 h de inducgéo, ndo
foram detectadas diferencas expressivas na atividade
da enzima RB-glucuronidase entre os tratamentos
(Figuras 3c e 3d).

A atividade de inducdo dos genes da nodulagao
da estirpe CNPAF 512 (pGUS 32), na presenca de
exsudatos de sementes das espécies leguminosas, foi
mais acentuada quando se utilizaram exsudatos
filtrados (Figuras 4a e 4c). Apds os periodos de 24 e
48 h de inducéo, os exsudatos filtrados promoveram
aumentos na atividade da enzima B-glucuronidase,
mesmo nas concentracdes mais baixas de indutores
(Figuras 4ae 4c). Por outro lado, os exsudatos brutos
promoveram baixa atividade indutora dos genes da
nodulagédo apés 24 h de inducdo (Figura 4b) e
nenhuma atividade apds 48 h de inducao (Figura 4d).

Estabelecimento da nodulacéo do feijoeiro em
condicdes axénicas (Experimento A)

A adicdo de exsudatos de sementes, tanto de M.
flocculosa quanto de L. leucocephala, no plantio do
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feijoeiro proporcionou aumento significativo na sua
nodulacéo, quando a estirpe CFN 42 foi inoculada
(Figura 5a). Nesse caso, verificou-se aumento na
nodulacéo de, aproximadamente, 46 e 40%, respectiva-
mente, em relagéo ao tratamento com P. vulgaris néo
suprido com exsudatos adicionais.

Estabelecimento da nodulacéo do feijoeiroem
vasos com solo PVA, suprido ou ndao com
N-mineral (Experimento B)

Com a inoculagdo da estirpe CIAT 899, a adicéo
de exsudato de semente de M. flocculosa neutralizou
o efeito inibitério do N mineral na produg¢éo de nédulos
do feijoeiro (Figura 5b), efeito este ndo observado
com a inoculagéo das demais estirpes de rizobio.

DISCUSSAO

A avaliagao da expressao dos genes nod, por meio
da fus&o gusA::nodABC, determinada na presenca
de exsudatos de sementes, demonstrou aumento
sinergistico significativo na capacidade indutora dos
genes nod das estirpes de R. tropici (CIAT 899 e
F 98.5) e R. etli (CFN 42), pela mistura de exsudatos
de feijoeiro e M. flocculosa. Essas interagdes
sinergisticas podem ocorrer, uma vez que a proteina
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Figura 4. Atividade da enzima R-glucuronidase, resultante da induc¢éo dos genes nod da estirpe CNPAF 512
(pGUS 32) pela presenca de exsudatos de sementes filtrados (a, c) e brutos (b, d), em dois tempos de
inducéo distintos (24 e 48 h). Valores relativos aos controles (culturas de bactérias na auséncia de
indutores - exsudatos de sementes). Os valores referentes aos controles sdo iguais a 1,0.
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Figura 5. Numero de nédulos de feijoeiro, cv. Carioca, crescido em condigdes axénicas (a) e solo (b), com
diferentes estirpes de Rhizobium inoculadas, suprido ou ndo com exsudatos de sementes de M. flocculosa
ou L. leucocephala e, ou, N-mineral. Valores médios de quatro repeti¢des. Letras diferentes dentro
dos tratamentos de cada estirpe de rizébio diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

NodD pode atuar como um complexo multimérico,
interagindo com diferentes flavonoides indutores
(Dénarié et al., 1992). Neste caso, a proteina NodD
apresentaria varios sitios de ligacdo com indutores,
ocasionando uma atividade mais elevada. Outra
possivel explicacéo estaria relacionada com o efeito

aditivo dos compostos indutores liberados pelas
sementes das leguminosas, que estimulariam maior
expressdo dos genes da nodulacdo. Esta segunda
hipdtese, entretanto, parece menos provavel, uma
vez que o efeito observado foi independente da
proporcédo entre os exsudatos de feijoeiro e
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M. flocculosa e da concentracdo desses indutores, na
maioria das estirpes (Figura 1).

O efeito sinergistico na capacidade indutora dos
genes nod entre os compostos fendlicos exsudados
ja foi observado em diversas espécies leguminosas,
inclusive com o feijoeiro. Com alfafa, observou-se um
efeito sinergistico produzido por uma chalcona e uma
flavona, em R. meliloti (Hartwig et al., 1989). No caso
do feijoeiro, Bolafos-Vasquez & Werner (1997)
identificaram dois flavonoides (liquiritigenina e
isoliquiritigenina) presentes nos exsudatos radiculares
de feijoeiro e observaram um aumento significativo
e sinergistico na expressdo dos genes nod, quando
daidzeina (na concentracéo de 3 uM) foi adicionada
a estes flavondides. Efeitos similares na inducéo dos
genes nod de R. leguminosarum bv. phaseoli foram
previamente descritos para eriodictiol e naringenina
em combinagdo com genisteina (Hungriaetal., 1992).

Os resultados apresentados neste trabalho
revelam que a adicdo de exsudatos de sementes de
M. flocculosa no plantio do feijoeiro pode trazer
beneficios, como 0 aumento na nodulagéo inicial do
feijoeiro. Essa nodulagdo mais precoce e abundante
pode contribuir significativamente para o aumento
do potencial simbidtico do feijoeiro (Barradas &
Hungria, 1989). Esse aumento da nodulacao,
provavelmente, estaria relacionado com a interagéo
dos compostos indutores presentes nos exsudatos das
sementes de ambas as espécies leguminosas, tornando
os indutores dos genes nod do rizébio mais potentes.

Outra possivel especulagéo em relagéo ao aumento
na nodulacéo do feijoeiro poderia estar relacionada
com uma consequente mudanca no balanco
fitormonal na sua rizosfera, ocasionada pela
interacdo dos flavondides presentes nos exsudatos
de sementes de M. flocculosa e os compostos
liberados pelo feijoeiro. Tem sido demonstrado que
as taxas de horménios nas plantas podem ser
alteradas pelos flavonéides liberados, ocasionando
um desbalanc¢o hormonal endégeno na raiz (Hirsch,
1992). Essas alteragdes levariam a divisdes celulares
na raiz, produzindo sitios de infeccéo adicionais para
orizdbio e, conseqlientemente, aumento na nodulagao
(Srinivasan et al., 1996, 1997). A organogénese do
nodulo claramente envolve os fitormdnios (Hirsch
& Fang, 1994), mas ainda néo esta claro se os niveis
de fitormodnios elevados nos nodulos séo resultado
da resposta da planta a infec¢do da bactéria ou de
uma funcdo direta da atividade da bactéria.

Resultados recentes apresentados por Srinivasan
et al. (1996, 1997) demonstraram aumento na
nodulacgéo do feijoeiro, quando uma estirpe de R. etli
(TAL 182) e isolados de Bacillus spp. foram inoculados
concomitantemente. Os isolados de Bacillus, que
aumentaram a nodulagdo do feijoeiro, também
produziram quantidades significativamente mais
elevadas de &cido indolacético (AlA). Além do aumento
na nodulagédo do feijoeiro, tal coinoculagéo também
aumentou a atividade da nitrogenase dos nédulos e
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o contelido de proteina soltvel total dos nédulos. Essa
maior atividade da nitrogenase foi atribuida ao
aumento no contedido de leghemoglobina nos nédulos
radiculares. Srinivasan et al. (1997) demonstraram,
ainda, que Bacillus spp. influenciou a auto-regulacgéo
mediada pelo hospedeiro, provocando a nodulagéo
heterodloga de Phaseolus acutifolius por R. etli.

No presente estudo, avaliou-se também o efeito
da adigao de nitrogénio mineral sobre a nodulagéo
do feijoeiro, na presenca/auséncia de exsudatos de
sementes de M. flocculosa. A adigdo de nitrogénio
mineral (NH4NO3) no plantio do feijoeiro ocasionou
efeitos variados na nodulacéo inicial, dependendo
da estirpe de rizébio inoculada e do suprimento
adicional de exsudatos de sementes de M. flocculosa.
De maneira geral, houve uma tendéncia de inibi¢ao
da nodulagao pelo suprimento de N mineral. Embora
a inibicdo da nodulacdo por N combinado seja
conhecida ha bastante tempo, os mecanismos pelos
quais ela ocorre ainda sdo muito pouco conhecidos
(Streeter, 1988; Heidstra et al., 1997).

combinado na formac&o dos nédulos e na fixacéo de
N, pode ser exercido em varios estadios (Streeter,
1988): controlar a producéo de flavondides pela planta,
influenciar a adeséo da bactéria a parede celular da
raiz e alterar a taxa de infecg&o pelo rizébio, a atividade
da nitrogenase e a massa de nédulos por planta. De
acordo com Schultze et al. (1994), o primeiro efeito
do N mineral no estabelecimento da simbiose pode
ocorrer ja no reconhecimento entre a planta
hospedeira e o Rhizobium, atuando em diferentes
etapas do processo de infeccdo: (1) auséncia de inducao
do gene nod do rizébio pela perda de flavonoides
indutores e, ou, represséo da expressao do gene nod;
(2) incapacidade da bactéria em ligar-se aos pélos
radiculares para iniciar a deformacédo do pélo
radicular e formacé&o do cordao de infeccéo; (3) perda
da percepcao dos sinais Nod (fatores Nod), em virtude
da auséncia de um receptor ou via de transdugao do
sinal funcional. Essa terceira possibilidade, entretanto,
parece menos provavel, pois resultados recentes
apresentados por Heidstra et al. (1997) demonstraram
que a percepgao e transdugao do fator Nod nao sao
afetadas por NH;NOs.

Embora a fixacdo simbidtica de N, tenha sido
relacionada como uma via facultativa, que,
provavelmente, pelo seu alto custo energético, ndo é
a via preferida de assimilagdo de nitrogénio
(Schultze et al., 1994), observou-se que a nhodulagdo
inicial do feijoeiro ndo foi afetada pela adicdo de
nitrogénio (NH4NO3), quando se inoculou a estirpe
CIAT899 (R. tropici 11B) e os exsudatos de sementes
de M. flocculosa foram fornecidos, simultaneamente.
Pode-se especular que tal observacdo poderia
envolver a produgéo de compostos fenélicos produzidos
por ambas as espécies, e, neste caso, pela agao
sinergistica entre os compostos, 0 N mineral adicionado
n&o afetaria a concentragéo dos compostos indutores
e, consequientemente, a indugéo do gene nod do rizébio.
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Como tem sido observado, o suprimento de
flavonoides indutores do gene nod do rizobio pode
ser limitante ao estabelecimento da simbiose.
Kapulnik et al. (1987) observaram que 0s niveis
normais de indutores (flavona) na rizosfera de alfafa
estavam limitando a nodulacao, fixacdo de N, e
crescimento das plantulas. Essa limitagéo foi superada
apods a aplicacéo de apenas 10 uM de luteolina. Do
mesmo modo, a adi¢ao de exsudatos de sementes de
M. flocculosa pode ter provocado uma resposta mais
potente dos sinais da bactéria (fatores Nod), de forma
que a planta respondesse com a produgdo de novos
compostos fendlicos que aumentasse a expressao dos
genes nod do rizébio, mesmo na presenca de N mineral
no meio.

Existem, ainda, evidéncias de que determinados
hormoénios da planta podem estar envolvidos no
controle da nodulacéo pelo nitrogénio, como o &cido
indolacético (AlA) que € necessario para 0 processo
de infecgdo, o qual pode ser destruido pelo nitrito
formado pela adicéo de nitrato (Dixon, 1969, citado
por Streeter, 1988). Contudo, o AlA ligado ao nitrato,
pelo menos parcialmente, compensaria o efeito
negativo do nitrato na infec¢do. Assim, no presente
estudo, o efeito n&o-inibitério do N adicionado na
nodulacéo do feijoeiro, ocasionado pela inoculagao de
R. tropici (CIAT899) e fornecimento de exsudatos
de sementes de M. flocculosa, pode ser atribuido ao
estimulo na raiz (causado por um desbalango
hormonal), levando a uma producéo mais elevada
de AIA, o que possibilitou a infecgdo da bactéria e
formacao de nodulos, mesmo na presenca do N
mineral adicionado. A nodulacéo e a fixacdo do N,
no feijoeiro na presenca de N-mineral representam
grande importancia no manejo da cultura,
considerando que essa poderia beneficiar-se das duas
fontes de N e, conseqiientemente, alcancar niveis
mais elevados de produtividade.

Outros estudos, porém, sao necessarios para
entender a complexa interagédo dos sinais produzidos
pelo macro e microssimbionte, especialmente quanto
a avaliacdo dos fatores da nodulagao do rizébio
(fatores Nod), na presenca de compostos exsudados.
As evidéncias experimentais observadas possibilitam
obter incrementos na nodulacéo do feijoeiro pelos
sinais moleculares presentes nos exsudatos de
sementes de outra espécie leguminosa (M. flocculosa).

CONCLUSOES

1. A utilizacdo de exsudatos de sementes de
feijoeiro, M. flocculosa e L. leucocephala como
indutores dos genes nod promoveu os valores mais
elevados na expressédo da atividade da enzima 3-
glucuronidase nas estirpes CIAT 899 (pGUS 32) e
CFN 42 (pGUS 32). A mistura de exsudatos de
sementes de feijoeiro e M. flocculosa foi capaz de
promover aumentos sinergisticos significativos na

expressao dos genes nod dessas duas estirpes, além
da estirpe F 98.5/pGUS 32 (R. tropici).

2. O suprimento de exsudatos de sementes, tanto
de M. flocculosa quanto de L. leucocephala,
proporcionou significativo aumento na nodulagdo do
feijoeiro com a inoculagéo da estirpe CFN 42 (R. etli).

3. Aadic¢ao parcelada de N-mineral nao influenciou
a nodulacéo do feijoeiro em solo, quando foi inoculada
aestirpe CIAT899 (R. tropici) e fornecidos os exsudatos
de sementes de M. flocculosa.
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