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RESUMO - Em experimento conduzido sob condiçes de casa de vegetação, com duas cultivares de 
Fhaseojug vulgaris L. (Negro Argel e Venezuela-350) inoculadas com duas esfiapes de Rhizobium legu-
minosarum biovar phaseoll (CO5 e 127 K-17), verificou-se que o maior acdmulo de nitrogênio esteve 
relacionado com: taxas mais elevadas de atividade da nitrogenase entre o florescimento e o período 
médio de enchimento dos grãos; menor perda de ATP pela evolução do hidrogênio nos nódulos; maior 
taxa de transporte de nitrogênio total na seiva do xilema; maior percentagem do nitrogênio da seiva do 
xilema sob a forma de ureídos; e maior remobilização do nitrogenio das folhas e caules para as semen-
tes. Detectou-se efeito da cultivar de feijão, da estirpe de Rhizobium e da interação entre cultivares e 
estirpes em todos os parâmetros mencionados. A simbiose de Negro Argel com COS superou a combi-
nação simbiática de Venezuela-350 com 127 K-17 em 88% quanto ao nitrogênio total das sernentes, 
em 20% quanto ao índice de colheita para o nitrogénio (N semente/N planta) e perdeu menos nitrogé-
nio nas folhas senescentes (N folhas senescente/N planta). 

Termos para indexação: Rhizobium, atividade da nitrogenase, evolução do lii, transporte de N na 
seiva do xilema,ureídos, assimilação de N. 

ONTOGENVOF BIOLOGICALNITROGEN FIXATION 
IN PHASEOLUS VULGARIS 

ABSTRACT - An experiment was pertormed, under greenhouse conditions, with two eultivars of 
Phaseo/us vulgaris L. (Negro Argel and Venezuela-350) inoculated with either file strain CO5 or 
127 K-17 of Aflízobium leguminosarum biovarphaseoli. Plants having the greatest nitrogen  accumu-
lation showed: the highest rates of nitrogenasa activity between flowering and mid-pod fillling stage; 
lower ioss of ATP via the evolution of hydrogen in the nodules; h4ier rates of nitrogen transport in 
the xylem sap; higher percentage of nitrogen as ureides in the xylem sap; and higher nitrogen remobi-
lization from the leaves and stems to the seeds. There was an effect of the bean cultivar, of the Afiro-
ti/um strain and of the interaction between cultiva, -s and strains in ali the pararneters mentioned. The 
symbiosis of Negro Argel wjth CO5 accumulateci 88% more nitrogen in seeds, Iost Iess nitrogen in 
senescent leaves (N in senescent leaves/N in plants) and had a nitrogen harvest index (P4 in seeds/N 
in plants) 20% greater than the cultivar Venezuela-350 inocuiated with strain 127 K-17. 

Index terms: fibizobium, nitrogenase activity, hydrogen evolution, transport of N in the xylem sap, 
ureides, nitrogen assimilation. 

INTRODUÇÃO 

No processo de fixação biológica do nitrogênio 

há um considerável gasto de energia e poder redu-

tor que são fornecidos pelo catabolismo respira-
tório dos fotossintatos da planta hospedeira 

(Schubert & Ryle 1980). Como as leguminosas são 

plantas do ciclo C3 e se caracterizam por apresen-
tarem baixa taxa de fotossíntese líquida, há 

Aceito para publicação em 21 de março de 1986 
Parte da tese de doutorado da primeira autora. 

Eng? - Agr, EMBRAPA/Unidade de Apoio ao Pro-
grama Nacional de Pesquisa em Biologia do Solo 
(UAPNPBS), km 47, CEP 23460 Seropédica, RI. 
Bióloga, Ph.D., EMBRAPA/UAPNPBS,  

evidências de que o suprimento de fotossintatos 

freqüentemente limita o processo de fixação do 
nitrogênio (Hardy & Havelka 1976). 

Desse modo, o fato de que há uma queda na 

atividade da nitrogenase no período de estabeleci-
mento das vagens, ou seja, justamente na época de 

maior necessidade de nitrogênio para os grãos, tem 
sido atribuído à competição pelos fotossintatos 

disponíveis entre os tecidos reprodutivos e os 
nódulos (Lawn & Brun 1974, Bethlenfalvay & 

Phillips 1977, Herridge & Pate 1977), limitando a 

produtividade potencial das leguminosas noduladas. 
Outros experimentos, porém, têm indicado que 

não ocorre, necessariamente, um declínio na ativi-
dade da nitrogenase logo após o florescimento 

(Hardy et ai. 1968, Mague & Burris 1972, Brun 
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1976), e que o processo de fixação do nitrogénio 
pode ser suficiente para atender â demanda de 
nitrogénio no período reprodutivo (Nelson & 
Weaver 1980, Israel 1981). Adicionando-se a isso 
as observações de que a retirada das flores e frutos 
pode provocar uma queda na atividade da nitroge-
nase (Peat et ai. 1981, Riggle et ai. 1984, Hungria 
sd.), conclui-se que a fixação do nitrogênio pode 
estar sendo controlada por fatores hormonais ou 
fisiológicos relacionados com os frutos ou, então, 
simplesmente pelo aumento na demanda de nitro-
génio durante o enchimento dos grãos. 

Na simbiose Phaseolus vulgaris L. - Rhizobium 
leguminosarum biovar phascoli, tanto a cultivar 
de feijão quanto a estirpe de Rhizobium podem 
afetar a nodulação, a atividade da nitrogenase e o 
acúmulo de nitrogênio nas partes vegetativas e 
reprodutivas (Franco & Dobereiner 1967, Ruschel 
& Saito 1977, Ruschel et ai, 1979), a taxa de 
translocação de nitrogênio na seiva (Hungria s.d, 
Thomas et ai. 1984) e a assimilação do nitrogênio 
fixado (Ruschel & Saito 1977, Ruschel et ai. 
1979). 

Desse modo, na seleção genética visando o 
incremento na produtividade através da maxi-
mização da fixação biológica do nitrogênio em 
feijoeiro, é necessário estudar os fatores ligados 
à planta ou a cstirpe de Rhizobium que controlam 
a expressão estacional da fixação do nitrogênio. 
Com  esse objetivo, procurou-se estudar a ontogenia 
da fixação do nitrogênio em duas cultivares de 
feijão inoculadas com duas estirpes de Rhizobium. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi instalado em casa de vegetação na 
EMBRAPA-UAPNPBS, km 47, Rio de Janeiro, em maio 
de 1982. 

Utilizaram-se vasos de metal com capacidade de seis 
litros contendo uma mistura de areia e vermiculita (112, 
v/v) previamente lavadas por sete dias: os vasos foram 
esterilizados a seco, a 120 °C, por 36 horas. As estirpes 
de Rhizobium leguminosarum biovarphaseoli CO5 (CENA, 
Piracicaba, SP) e 127 K-17 (Nitragin Co., LUA) cresceram 
em meio definido de Vincent (1970), por quatro dias, a 
28° C, com agitação. As sementes de feijão (P/iaseolus 
vulgaris L.) das cultivares Negro Argel e Venezuela-350 
foram esterilizadas com lI9C1 2  0,2% (Vincent 1970) 
colocando-se, então, 1 ml de inoculante (com cerca de 
io células/ml) para cada 15 sementes. Após a incubação 
por uma hora, procedeu-se à semeadura, colocando-se 
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cinco sementes por vaso e cobrindo-se, em seguida, com 
uma camada de areia esterilizada de aproximadamente 
3 cm. Aos sete dias após a germinação (DAG), procedeu-
-se ao desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. 

A cada dcz dias forneceram-se a cada vaso 250 ml de 
solução nutritiva modificada de McKnigtit (1949), isenta 
de nitrogênio e contendo: CaSO4 . 2110 (58,08 mM); 
M9SO4 . 7H20 (8,11 mM); KH 2 PO4  (14,70 mM); 
KCI (40,24 mM); H 3 B0 3  (462 pM); MnSO4 . 4lI0 
(9,10 pM); Zn504 - 7H20 (7,65 MM); Cu50 4  - 5H20 
(3,20 pM); 11 2 M004  . 4H0 (5,0 pM) e Fe 03 
(82,86 pM); píl 6,0 a 6,2. 

As adições de água foram feitas diariamente baseando-
-se no peso de cinco vasos sorteados de cada tratamento. 

0 delineamento experimental usado foi em blocos ao 
acaso com oito repetições, quatro tratamentos e onze 
coletas, totalizando 352 vasos, e foram realizadas coletas 
semanais a partir dos sete DAG. 

Em cada coleta, quatro vasos (cada um com duas plan-
tas) foram usados para a determinação da atividade da 
nitrogenase e quatro vasos foram usados para a determi-
nação da evolução do 112. Depois, retiraram-se os nódulos 
das raízes e levaram-se as folhas, caules, cascas das vagens, 
sementes, raízes e nódulos para secagem em estufa a 
60-700C até atingirem pnio constante. 

Para a determinação da atividade da nitrogenase uti-
lizou-se o método de redução do C2112 em raízes desta-
cadas (Mague & Burris 1972). Após o corte da parte 
aérea na altura do nó cotiledonar, as raízes foram colo-
cadas em vidros de 250 ml, que foram fechados hermeti-
camente com rolhas do tipo "Suba Seal", injetando-se, 
então, acetileno equivalente a uma concentração de 12%. 
Para verificar se a atividade da nitrogenase era afetada 
pelo acetileno (Minchin et ai. 1983), realizou-se um expe-
rimento adicional com as mesmas cultivares e estirpes. 
Utilizando-se um sistema de fluxo contínuo em tubos de 
vidro, manteve-se uma taxa de fluxo de ar (contendo 
12% de acetileno) de 100 ml - tubo' - minut& 1 . As 
amostragens foram realizadas aos 1, 3, 4,5,7, 10, 15 e 
30 minutos após o início da incubação. Verificou-se que 
o declínio na atividade da nitrogenase para os sistejnas 
simbióticos Negro ArgelJCOS, Negro Argel/127 1C-17, 
Venezuela-350/CO5 e Venezuela-350/127 K-17 foi, 
respectivamente, de 4,2%, 4,7%, 43% e 0%, mostrando 
que estas associações simbióticas parecem não ter as res-
trições sugeridas por Minchin et ai. (1983). 

O etileno foi determinado em um cromatógrafo 
Pcrkin Elmer E 11 com detector de ionização de chama, 
usando-se uma coluna de aço inoxidável com 0,32 cm 
(diâmetro interno) por 50 cm de comprimento, contendo 
Poropak N (80-100 mesh) e operada a 40 °C, com N2 
como gás carregador, a um fluxo de 40 ml - minuto' - 

A evolução do 112 foi determinada em nódulos desta-
cados com pequenos segmentos radiculares, ± 0,5 cm, 
para impedir danos mecânicos e permitir um suprimento 
de carbono (Schubert & Evans 1976). Os nódulos desta-
cados foram colocados em vidros de 30 ml contendo um 
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pedaço de papel absorvente umedecido, pra evitar o 
dessecainento. Os frascos foram fechados hermeticamente 
com rolhas do tipo "Suba Seal" e incubados por30 minu-
tos na temperatura ambiente, retirando-se, entfo, 0,5 ml 
de amostra para leitura no cromatógrafo. Minchin et aI. 
(1983) observaram que nfo há declínio na evolução do 
H2  quando a incubação é feita sob ar. 

As leituras foram reaiizadas em cromatógrafo Varian 
modelo 1420 usando-se detector de condutividade térmi-
ca.Utilizou-se uma coluna de aço inoxidável com 0,32cm 
(dimetro externo) por 100cm de comprimento,contendo 
peneira molecular 5 X (80 a 100 mesh) e operada a 40°C, 
usando-se argônio como gás de arraste a um fluxo de 
25 ml .minuto* 

A eficiência relativa (ER) dos elétrons destinados à 
nitrogenase foi calculada pela equação: 

112(ar) 
ERa 1- 	 ,segundoSchubert&Evans (1976). 

C2 112  reduzido 
Para a coleta da seiva do xilema, as plantas foram cor-

tadas com gilete na altura do nó cotiledonar, procedendo-
-se A lavagem e secagem do corte com papel absorvente. 
A seiva exsudada foi então coletada em pipetas microca-
pilares calibradas (20 e 50 p1) durante 15 minutos calcu-
lando-se, então, a taxa de exsudaçffo. A seiva foi mantida 
a -200C até o momento das análises, e os compostos nitro-
genados foram determinados em alíquotas de 5 $21. 

O N-ureído foi analisado pelo método colorimétrico 
de Vogels & Drift (1970), baseado na hidrólise da alan-
toína e ácido alantóico a glioxalato. 

O Na-amino foi determinado pelo método de Mat-
heson et ai. (1961). O reagente ninidüna-hidridantina foi 
preparado segundo Connel et ai. (1955). 

O N-amônia foi determinado pelo método de Mitchel 
(1972), substituindo-se a solução de hipoclorito de sódio 
por dicloroisocianurato de sódio (Felker 1977). 

Para determinar o N-amida, realizou-se a hidrólise 
ácida do N-amida pan N-amônia segundo Thomas et ai. 
(1979) e a amônia foi determinada tal como descrito 
acima. 

Para a determinação do N total, utilizou-se o método 
microkjeldahl segundo Bohley (1967), e a amônia foi 
determinada segundo descrição acima. - 

O N total das folhas, caules, sementes e casca da vagem 
foi determinado pelo método semimicro Kjeldahl segundo 
Liao (1981), e a destilação e titulação foram feitas segun-
do Bremner & Edwards (1965). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na Fig. 1, podem ser vistos os dados referentes 
ao peso seco da parte vegetativa, da parte reprodu-
tiva e da planta inteira. Houve efeito da interação 
entre cultivares e estirpes nos parametros acima 
citados, confirmando resultados encontrados ante- 

dormente em feijão (Hungria & Ruschel 1982), 
caupi (Minchin et aL 1978) e amendoim (Elkan 
et al, 1981) e salientando a importáncia de se con-
siderar tanto as cultivares hospedeiras quanto as 
estirpes de Rhizobium nos programas de seleção. 

A simbiose da cultivar Negro Argel com a estir-
pe COS se destacou das demais desde os 28 dias 
após a germinação (DAG) (Fig. 1), com maior peso 
seco das partes vegetativas e reprodutivas. Embora 
o menor peso seco da parte vegetativa tenha sido 
observado na simbiose de Negro Argel com 
127 K-17, o menor peso de vagens, entretanto, 
ocorreu na cultivar Venezuela-350 em associação 
com essa mesma estirpe. De um modo geral, não 
se constatou o efeito da interação entre cultivares 
e estirpes no peso seco de raízes. 

O pico de produção de massa nodular foi atin- 
do aos 42 DAG (Fig 1), logo após o floresci-

mento, com uma pequena produção secundada 
de nódulos no período de enchimento dos grãos 
(63 DAG). Os nódulos da população sécundáda 
foram menores e localizados nas extremidades das 
raízes laterais. 

As análises da coleta final (77 DAG) mostraram 
que houve efeito da interação entre cultivares e 
estirpes no peso seco das sementes e no índice de 
colheita (peso semente/peso total da planta) 
(Tabela 1). Vedflcou-se que a combinação simbió-
tica da cultivar Negro Argel com a estirpe CO5 
apresentou não só a maior produtividade de 
sementes mas também um índice de colheita mais 
elevado, o que indica um efeito favorável da sim-
biose na partição de fotossintatos destinados a 
produção de grãos. 

Quanto ao efeito da estirpe de Rhizobiunz, 
verificou-se que as plantas inoculadas com a 
estirpe COS apresentaram, no período compreen-
dido entre 21 e 63 DAG, maior peso seco de folhas 
e caule, sem, contudo, alterar o peso das raízes. A 
produção final de sementes das plantas que rece-
beram inoculação com a estirpe COS foi de 
8,41 g - planta', contra 6,56 g - planta' nos 
feijões submetidos a inoculação com a estirpe 
127 K-17 (Fig. 1). A maior produtividade alcan-
çada nas plantas inoculadas com a estirpe CO5, 
entretanto, não foi relacionada com uma maior 
produção de nódulos, o que concorda com resul- 
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tados obtidos por Rennie & Kemp (1981) e 
Hungria & Ruschel (1982). Como pode ocorrer 
um desvio, para os nódulos, de 10% a 30% dos 
fotossintatos da planta hospedeira (Schubert & 
Ryle 1980), os sistemas simbióticos que apresen-
tem menor gasto de carbono e energia com a for-
mação, crescimento e manutenção dos nódulos, 
podem favorecer diretamente o crescimento das 
plantas. 

Na maioria das coletas não se verificaram dife-
renças significtivas entre as cultivares no peso 
seco da parte vegetativa, mas a Venezuela-350 
apresentou maior peso de raízes e de nódulos. 
A produção final de sementes, porém, foi de 
8,34 g . planta' na Negro Argel contra 6,68 
g . planta' na Venezuela-350. Houve, portanto, 
um efeito da cultivar no índice de colheita, o que 
já havia sido observado em feijão (Hungria & 
Ruschel 1982) e soja (Israel 1981). 

De modo geral, o acúmulo de nitrogênio nas 
diversas partes da planta (Fig. 2) seguiu as mesmas 
tendências do acúmulo de matéria seca, com 
exceção da simbiose de Negro Argel com a estirpe 
127 1(47, que, embora apresentasse menor peso 
da parte vegetativa do que a Venezuela-350 com 
essa mesma estirpe, apresentou maior percentagem 
de nitrogênio nos tecidos, acumulando, portanto, 
mais nitrogênio. Não houve correlação entre o 
peso de nódulos e o nitrogênio acumulado nas 
plantas. 

O efeito da interação entre cultivares e estirpes 
foi observado não só no nitrogênio total da parte 
vegetativa e das sementes, mas também no índice 
de colheita para nitrogênio (N semente/N planta) 
(Tabela 1). O sistema simbiótico Negro Argel/COS 
superou o nitrogênio total das sementes de Vene-
zuela-3501127 1(47 em 88%, e esse incremento 
esteve relacionado com uma superioridade de 60% 
no peso seco das sementes e de 17% na percen-
tagem de nitrogênio das sementes. O índice de 
colheita para nitrogênio na simbiose Negro 
Argel/COS foi 16% superior ao da simbiose Vene-
zuela-3501127 K-17. Desse modo, conforme foi 
também constatado em feijão por Ruschel & Saito 
(1977), Ruschel et al. (1979) e Hungria & Ruschel 
(1982), há diferenças entre os sistemas simbióticos 
não só na quantidade de nitrogênio fixado mas 
também na distribuição desse nitrogênio. Conse- 
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qüentemente, é importante que a seleção das 
melhores simbioses considere as diferenças no 
metabolismo assimilatório do nitrogênio, correla-
cionando.se o melhor desempenho com o nitro-
gênio total das sementes e não só com o nitrogênio 
total da planta. 

Embora Negro Argel/COS e Negro Argel! 127 
K-17 tivessem acumulado mais nitrogênio total 
na casca da vagem (Tabela 1), a relação N semen-
te/N semente + casca da vagem foi a mesma para 
todas as simbioses, não se observando, portanto, 
nenhum acúmulo preferencial do nitrogênio 
fixado na casca da vagem ou na semente, ao con-
trário do observado por Ruschel et ai. (1982) em 
feijão. 

Também se observou o efeito das cultivares e 
estirpes no nitrogênio total das partes vegetativas 
e reprodutivas, com as mesmas tendências do peso 
de matéria seca. Desde os 42 DAG já foi possível 
detectar diferenças no nitrogênio total das vagens 
(Fig. 3) e, aos 77 DAG, as plantas inoculadas com 
a estirpe CO5 superaram o nitrogênio total das 
plantas inoculadas com a estirpe 127 K-17 em 48%, 
enquanto a cultivar Negro Argel superou o nitro-
gênio das sementes da Venezuela-350 em 30%. 

Após os 63 DAG, observou-se um efeito da 
cultivar, da estirpe e da interação entre cultivares 
e estirpes na percentagem de nitrogênio total das 
folhas senescentes. Desse modo, embora não 
houvesse diferença estatística no peso seco das 
folhas senescentes entre as cultivares aos 77 DAG, 
a percentagem de nitrogênio na Negro Argel foi 
de 0,91%, e na Venezuela-350, de 1,31%. Esse 
efeito também foi observado entre estirpes, com 
0,88% de nitrogênio nas folhas senescentes das 
plantas inoculadas com COS contra 1,38% nas 
plantas inoculadas com 127 K-17. A remobilização 
de nitrogênio das folhas foi, portanto, afetada 
pelas cultivares e estirpes e o nitrogênio perdido 
nas folhas senescentes (N na folha senescente! 
N total da planta) na associação da cultivar Vene-
zuela-350 com 127 K-17 superou em 193% o 
nitrogênio perdido pela simbiose de Negro Argel 
com COS. 

O maior índice de colheita para nitrogênio 
obtido pela estirpe COS pode ter sido relacionado 
não só com o efeito da estirpe na remobilização do 
nitrogênio mas também na partição direta de 
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nitrogênio para as sementes. Confirmam-se, desse nutriço nitrogenada das sementes. Também se 
modo, os relatos feitos anteriormente em soja por observou um efeito atribuído à cultivar no índice 
Neves et al. (1985) sobre o efeito da estirpe na de colheita para o nitrogênio. 

Dia, ap6 • gern,inçk 

FlG. 1. Peso seco da parte vegetativa (folhas verdes+ caule+ folhas senescentes), da parte repro-
dutiva, dos nódulos e peso seco total (incluindo raízes) das cultivares Negro Argel (0) 

e Venezuela 350 (A)  inoculadas com as estirpes COS (06)  e 127K 17 (SA)  de Rhizo-

bium. Médias de 8 repetiç6es; as barras verticais representam o dms quando houver 
diferença estatística ao nível de 1%. 
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TABELA 1. Efeito da intenção entre cultivares de feijão e estirpes de Rhizobium nos parâmetros relativos à produti-
vidade das plantas, nitrogênio das sementes e nitrog€nio perdido pelas folhas senescentes aos 77 dias após 
a geiminação em feijão nodulado. Médias de 8 repetições. 

Negro Argel Venezuela-350 C . V .  Parãmetro (%) CO5 127 K-17 CO5 127K-17 

Peso seco de sementes (g. pr') 947a * 7,6b 722b 5»1c 6,33 
Peso seco total da planta (g 	pl') 18,68° 1566a,b 14b0 b 13,0b 10,05 
Peso semente: Peso total 
((ndice de colheita) Q51.° 047b 049b 
• total da semente (mg N .pl •t) 31059a 22572b 19700b 16545c 14,12 
• N na semente 328 a 307 a,b 273c 20b.c 5,02 
• total da planta (mg N 	p11) 

37515a 307511 262,04b,c 233,95c 
• total semente/N total da planta 
(índice de colheita para N) 0,83° 073b 075b 0690  4,22 
N total da casca da vagem (mg N 	p1t) 21 ,10a 1624a,b 13,34b 1 1,05b 
N sernente/N (semente+ casca da vagem) 04a 0,94a 0,93a 0,94a 3,78 
% N perdido nas folhas senescentes 
(N folhasenescente/N total da planta) 7,80° 1366b 1572b 22,36a 15,78 

Valores seguidos da mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao ni'vel de 1% 

Na Fig. 4 estão representados os dados relativos 
à atividade da nitrogenase durante o ciclo das 
plantas. A cultivar Negro Argel e a estirpe COS 
apresentaram maior atividade da nitrogenase total 
ou específica (por grama de nódulo), particular-
mente no período entre 35 e 56 DAG). 

A atividade total da nitrogenase aumentou con-
sideravelmente logo após o florescimento (35 DAG), 
atingindc o pico no período médio de enchimento 
dos grãos (49 DAG). Desse modo, as maiores taxas 
de atividade da nitrogenase ocorreram num dos 
períodos de maior importância para a nutrição das 
plantas. 

Muitos autores observaram um declínio na ativi-
dade da nitrogenase logo após o florescimento, o 
que foi atribuído à menor disponibilidade de 
carbono para os nódulos, em virtude da compe-
tição com as vagens (Lawn & Brun 1974, Bethlen-
faivay & Phillips 1977 Herridge & Pate 1977). 
Entretanto, pode-se observar que, quatorze dias 
após o florescimento, as vagens representaram, em 
média, 21% do peso total das plantas e, portanto, 
não devem ter desempenhado um papel relevante 
na competição por carbono nesse período. Além 
disso, Peat etal. (1981) e Hungria (s.d.) observaram 
que as vagens podem estimular a fixação de nitro- 
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gênio, e Streeter (1981) constatou que o declínio 
na atividade da nitrogenase em soja ocorreu mes-
mo quando ainda podiam ser detectadas consi-
deráveis quantidades de carbono nos nódulos. 

Neste experimento, apesar do aumento na 
atividade da nitrogenase observado logo após o 
florescimento, houve uma queda acentuada após 
os 56 DAG. A explicação poderia, então, vir da 
sugestão de Peat et aI. (1981), de que fatores 
associados com as estruturas reprodutivas, particu-
larmente os botões florais, promoveriam a fixação 
do nitrogênio durante a primeira fase do período 
reprodutivo embora mais tarde, como o crescimen-
to rápido das sementes, essas passem a competir 
com sucesso pelos fotossintaëos, resultando em 
um declínio na fixação do nitrogênio. 

Israel (1981) observou que o nitrogênio total 
das sementes de duas cultivares de soja foi obtido 
por duas estratégias: altas taxas de atividade da 
nitrogenase antes do período reprodutivo e taxas 
elevadas de remobilização ou, então, alta taxa de 
atividade da nitrogenase no período reprodutivo 
e baixa remobilização. Neste experimento, entre. 
tanto, observou-se que o maior acúmulo de nitro-
gênio nas sementes do feijão esteve associado a 
uma terceira estratégia: taxas elevadas de atividade 
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da nitrogenase no período de estabelecimento e 
início do enchimento das vagens e taxa elevada de 
remobilização. 

A evoiução do hidrogênio pelos nódulos (F'ig. 5) 
durante o ciclo do feijão seguiu, em linhas gerais, 
a curva de atividade da nitrogenase, obtendo-se  

uma alta correlação entre esses dois parâmetros, 
tanto nas avaliações por planta (r 0 , 810**) ,  

como nas avaliações por peso de nódulo 
(r a 0,787°), contrariamente a Bethlenfalvay & 
Philips (1977), que observaram que o pico da 
evolução do hidrogênio cru ervilha precedeu o 
pico da atividade da nitrogenase. 

Di,a após • ger,nlnaçio 

FIG. 2. Nitrogênio total acumulado nas raÇzes (r), caule (c), folhas (f), folhas 
senescentes (fs), semenws (s) e casca da vagem kcv) de duas cultivares de 
feijão inoculadas com as estirpes CO5 e 121K-17 do Abizobium. Médias 
de 8 repetiçôes. 

Pcsq. agropec. bras., Brasilia, 21(7):715-730,jul. 1986. 
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Dias apóa , gorminaçSo 

FIG. 3. Efeito da cultivar de feijãoe da estirpe de Rhizo-

La/um no N acumulado nas partes reprodutivas. 
Médias de 8 repetições; aos 42 e 49 DAG, N das 
vans; após os 56 OAG, N das sementes O e da 
casca da vagem Q as barras verticais representam 
dms ao nível de 1%. 

A evolução do hidrogênio é um processo que 
ocorre simultânea e obrigatoriamente com a 
redução do nitrogênio, havendo, teoricamente, 
o gasto de sete ATP equivalentes por hidrogênio 
produzido (Winter & Burris 1976), consumindo 
25% a 50% dos elétrons destinados à nitrogenase 
e representando uma considerável perda de energia. 
Parte da energia perdida, porém, pode ser recupe-
rada quando houver a ação da enzima hidrogenase, 
que recicla o hidrogênio (Schubert & Ryle 1980). 

A evolução do hidrogênio foi maiornos sistemas 
simbióticos que acumularam menos nitrogênio, 

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 21(7):715-730,jul. 1986. 
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Dias após o o.rmircoao 

FIG. 4. Variação na atividadeda nitrogenase total (a) e 
específica (b) durante o ciclo do duas cultivares 
de feijão inoculadas com as estirpes COS e 127 
K-17 de Rfa/zob/um. Médias de 4 repetições; as 
barras verticais representam dms quando houver 
diferença estatística ao nível de 1%; 1 F indica a 
época do florescimento. 

particularmente na fase de maior atividade (entre 
35 e 56 DAG). Como a maior evolução do hidro-
gênio não esteve relacionada com a maior ativi-
dade da nitrogenase, pode-se deduzir que nas 
simbioses mais eficientes provavelmente houve a 
ação da enzima hidrogenase. Essa economia ener-
gética provavelmente desempenhou um papel 
relevante na produção de vagens, pois, como 
salientaram Pacoksky et al. (1984), a baixa reci-
clagem do hidrogênio observada em feijão prova-
velmente é um fator limitante nessa simbiose. 

Houve efeito da cultivar de feijão e da estirpe 
de Rhizobium na evolução do hidrogênio. Inicial-
mente, acreditava-se que o metabolismo do hidro-
gênio era controlado unicamente pela estirpe de 
Rhizobium, uma vez que somente ela conteria 
as informações genéticas para a síntese da hidro-
genase jCarter et aI. 1978, Schubert & Ryle 1980). 
Posteriormente, porém, observaram que a planta 
hospedeira também poderia influenciar o metabo-
lismo do hidrogênio (Gibson et al. 1981, Hungria 
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& Ruschel 1982), provavelmente pela induçio dr 
síntese da hidrogenase. 

A variação na eficiência relativa (ER) dos 
elétrons destinados à nitrogenase está representada 
na Fig. 6, onde se observa que houve um declínio 
logo após o florescimento, o que concorda com 
resultados encontrados em feijão por Hungria & 
Ruschel (1982), porém no concorda com o 
observado em ervilha por Bethlenfalvay & Philips 
(1977) e Edie & Philips (1983), segundo os quais 
as maiores ER ocorrem sob condições de limitaço 
de carbono, quando aumenta a atividade da hidro-
genase. Também reforçam a hipótese de que, logo 
após o florescimento, os sistemas simbióticos no 
estavam limitados pelo carbono. 

Dia a4. • 

FIO. 5. Varlaçlo na evoluç5o do H2 total (a) e espec(fica 
(b) durante o ciclo de duas cultivares inoculadas 
com as estirpes COS e 127 K-17. Médias de 4 re-
petiçées; barras verticais representam o dm5 ao 
n(vel de 1%; 1F indicam o florescimento. 

Foram constatadas diferenças entre os sistemas 
simbióticos quanto à ER (Fig. 6), e as simbioses 
mais eficientes apresentaram maior ER. Como há 
um desvio mínimo de 25% dos elétrons com a 
evolução do hidrogênio, pode-se concluir que os 
valores de ER acima de 0,75 estio relacionados 
com a atividade da hidrogenase. Desse modo, 

todos os sistemas simbióticos tiveram, pelo menos 
durante uma fase do ciclo da planta, a ação da 
hidrogenase. 

O COO 
• 12flI7 

£ 

4 	28 	42 	56 	70 
Dl.. - • ,hiçIo 

FIG. 6. Variaç5o na eficiência relativa (ER) durante o 
ciclo de duas cultivares de feijSo Inoculadas com 
as estirpes COS e 127 K-17. Médias de 4 repeti-
ç5es; as barras verticais representam dms quando 
houver diferença estat(stica ao n(vel de 1%; tF 
indica a época de florescimento. 

Houve uma alta correlaçio entre a ER (nas 
coletas entre 21 e 63 DAG) e o peso seco e nitro-
gênio total das sementes aos 77 DAG. Na Fig. 7, 
pode-se observar a correlação entre a ER aos 
42 DAG e o nitrogênio total das sementes e o 
índice de colheita para o nitrogênio aos 77 DAG. 
Em soja, Carter et al. (1978) e Zablotowicz et ai. 
(1980) também observaram que as estirpes que 
possuíam a enzima hidrogenase e, portanto, 
evolufam menos hidrogênio, acumulavam mais 
nitrogênio nas sementes. 

Pesq. agropec. bras., Brasília, 21(7):715-730,jul. 1986. 
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Rhizobium em soja foi observado por Minamisawa 
et ai. (1983). 

A maior parte do nitrogênio na seiva foi trans-
portada sob a forma de ureídos, alantoína e ácido 
alantóico (Fig. 9). O ácido alantóico, por sua vez, 
representou a maior fração dos ure (dos, de 52% a 
88%, concordando com resultados encontrados 
em soja por Zengbé & Salsac, (1983) e em feijão 
por Thomas et al. (1983), o que estaria relacio-
nado com a atividade da alantoinase nas raízes e 
nódulos. 

e 
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FIG. 7. Correlão entro a IX) eficiência relativa (ER) 
dos elétrons destinados à nitrogenase aos 35 DAG 
(florescimento) e IV) o nitrogênio total das 
sementes e o índice de colheita para o nitrogênio 
aos 77 DAe em feijão nodulado. 

Em relação ao transporte de nitrogênio na seiva 
do xilema, verificou-se que somente no início e 
no final do ciclo do feijão - fases de menor fixação 
de nitrogênio - foi possível detectar diferenças 
entre os sistemas simbióticos em relação à concen- 
tração de nitrogênio total na seiva (Fig. 8a). Mas, 
quando se considerou a taxa de transporte de 
nitrogênio (concentração de nitrogênio x taxa de 
exsudação da seiva), puderam ser detectadas dife- 
renças entre os sistemas simbióticos, particular- 
mente na fase de maior fixação de nitrogênio 
(Fig. 8b). Isso ocorreu porque houve um efeito, 
tanto da cultivar de feijão como da estirpe, na taxa 
de exsudação da seiva. O efeito da cultivar de 
feijão na taxa de exudação já foi relatado por 
Thomas et ai. (1984) e o efeito da estirpe de 

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 21(7)315-730, jul. 1986. 
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FICI. 8. Concentraçao (a) e taxa de transporte (b) de N 
total na seiva do xilema durante o ciclo de feijão 
das cultivares Negro Argel (o) e Venezuela -350 
(A) inoculadas com as estirpes CO5 (O ) ou 
127 K-17 (' Á). Médias do 4 iepetiçes e as bar-
ras verticais represõntam o dms quando houver 
difercnça estatística ao nível de 1%. 
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FIO. 9. Variação da % do N total da seiva do gilema como N-ure(do, N-a-aminoácido, N-amida e ti 
amônia durante o ciclo de feijão, cultivar Negro Argel (o) ou Venezuela-360 (ts) inoculado 
com as estirpes CO5 (ot) ou 127 K-17 (es )de Abizobium. Médias de 4 repetiçCes e as bar-
ras verticais indicam o dm5 quando houver diferença estat(stica ao n(vel de 1%. 

Observou-se um aumento no transporte de 
ureídos na época de maior atividade da nitroge-
nase, ou seja, entre 35 e 56 DAG (Fig. 9), confor-
me foi também observado em feijão nodulado por 
Cookson et ai. (1980). Isso pode ter ocorrido 
porque nessa fase houve maior fixação de nitro-
gênio, sendo necessário incorporar a maior quanti-
dade de amônia produzida em formas nitrogenadas 
caracterizadas por uma menor relação C/N, como 
os ureídos, uma vez que não haveria, nessa mesma 
época, um aumento correspondente na quantidade 
de carbono disponível para os nódulos, o que 
concorda com a hipótese de Thomas & Schrader 
(198 1h). 

As combinaçôes simbiáticas mais eficientes, e 
que transportaram mais ureídos, apresentaram 
menor transporte de N-a-amino, não havendo, 
porém, diferenças na % de nitrogênio sob a forma 
de amidas ou amônia (Fig. 9). 

Houve efeito da cultivar de feijão (Tabela 2) na 
concentração e taxa de transporte de nitrogênio 
total na seiva do xilema, o que confirma resultados 
enconttados em feijão por Thomas et aI. (1984). 

Foi observado, também, um efeito na percentagem 
de N-ureídos, e o melhor desempenho da cultivar 
Negro Argel foi relacionado com a maior produção 
de ureídos, sendo que esta cultivar transportou, 
durante o ciclo, em média, 10% a mais de ureídos 
do que a Venezuela-350. 

O efeito da estirpe de Rhizobium no transporte 
de nitrogênio e teor de ureídos pode ser visto na 
Tabela 3. A melhor estirpe, COS, não só apresen-
tou, em média, uma taxa de transporte de nitro-
gênio total 52% superior à da 127 K-17, como 
também transportou 10% a mais de nitrogênio sob 
a forma de ureídos. O efeito da estirpe de Rhizo-

bium na composição da seiva do xilema foi notado 
também em soja por Israel & McClure (1980) e 
Minamisawa et ai. (1983), que constataram um 
aumento no teor de asparagina com as melhores 
estirpes. O melhor desempenho da estirpe também 
já foi relacionado com o maior teor de ureídos em 
soja (Neves et ai. 1985) e feijão (Hungria s.d.). 
Esses resultados levam & indicação de que a estirpe 
de Rhizobium pode afetar o metabolismo de assi-
milação e transporte de nitrogênio. 

Pesq. agropec. tras., Brasilia, 21(7):715-730,jul. 1986. 
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TABELA 2. Efeito da cultivar de feijfo ria concentraçio de N, taxa de transporte de N e percentagem de N-ureido na 
seiva do xilema durante o ciclo de feijïo. Médias de 8 repetições. 

Dias após a germinação 
Cultivar 

14 21 28 35 42 49 53 63 

Negro Argel jhmoI N . mil(a) 73.7 57.7 61.9 59.6 49.8 48.1 72.4 44.8 
nmol N . pÍ' . min 1  92.7 117.5 142.0 231.9 283.0 265.4 257.4 70.7 
%N-ure(do 72.1 65.0 67.6 76.5 79.4 72.5 73.1 62.6 
Venezuela-3504mol N . mil(a) 46.7 39.9 49.1 49.1 44.4 47.8 62.6 36.7 
nmol N. pi' . min 43.1 70.8 94.6 141.2 201.3 192.3 183.0 34.8 
%N-ureído 59.0 6.5 64.1 65.8 72.5 71.1 62.6 59.0 

F(a) ** ** ** ** na na ** ** 
F 	(b) ** ** ** ** ** ** ** 
F(c) ** na * ** ** na ** * 

* 	Significativo ao nível de 5%. ** Significativo ao nível de 1%. na 	não-significativo. 

TABELA 3. Efeito da estirpe de Phizobium na concentração de N, na taxa de transporte tie N e % N-ureído na seiva 
do xilema durante o ciclo do feijio. Médias de 8 repetições. 

Dias após a germinação 

14 21 28 35 42 49 56 63 

COSpmol N . rnl 66.7 52.4 61.6 58.5 46.8 49.0 71.3 45.8 
nmol N . pi 	. mm 	. -i(b) 77.5 109.3 146.3 229.5 269.5 279.9 268.0 74.5 
%N-ureido 68.6 65.2 68.0 74,0 77.8 70.9 69.8 61.2 
127 K-17 pmol . N . mi1 (a) 53.7 45.2 49.3 50.1 47.5 46.9 64.4 25.7 
nrnol N - p 1  . mm 	. -1(b) 60.3 80.0 90.3 143.6 215.2 177.8 172.3 31.0 
% N-ure(do 62.3 63.3 63.7 68.2 74.1 72.7 65.9 60.4 

F(a) ns ** na na ** 

F 	(b) ** ** ** ** ** ** ** 

F(c) na ns ** na na na 

* 	Significativo ao nível de 5%. ** Significativo ao nível de 1%. na = não-significativo. 

Observou-se uma alta correlação entre a percen-
tagem de nitrogênio como urei'dos (aos 28, 35, 42, 
56 e 63 DAG) e o nitrogênio total das vagens ou 
o Cndice de colheita para nitrogênio aos 77 DAG. 
Na Fig. 10, estâo representadas essas correlações 
com o teor de urefdos aos 35 DAG. Desse modo, 

pode-se concluir que os sistemas simbióticos mais 
eficientes em relaçâo ao acúmulo de nitrogênio nas 
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sementes foram os que transportaram mais urefdos. 
Recentemente, Rainbird et ai. (1984) observa-

ram que, embora os ureídoa representassem a 
maior fração do nitrogênio transportado na seiva 
do tilema de soja, eles não desempenhavam o 
papel principal na nutrição do embriâo. Entretan-
to, a atividade da alantoinase e alantoicase nas 
folhas e ccales (Herridge et ai. 1978, Thomas & 
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Schrader 1981a) permite a quebra e assimilação 
dos ureídos em outros compostos, podendo ser 
responsável pela quebra de até 88% dos ureídos, 
que podem ser então utilizados para a nutrição das 
sementes. Além disso, foi detectada alta atividade 
da alantoinase e alantoicase nos frutos em desen-
volvimento (Thomas & Schrader 1981a), sendo 
que as sementes apresentam as maiores atividades 
da alantoinase (Herridge et ai. 1978, Thomas & 
Schrader 1981a). Desse modo, os ureídos podem 
ser degradados no ciule, folha e vagens e assimi-
lados em compostos como aminoácidos e amidas, 
que são utilizados pelas sementes, mas também 
podem ser transportados diretamente para as 
sementes, onde são degradados e então assimi-
lados em aminoácidos e proteínas. 

o ..32370+771x 
0025 

-o- - 
ir 	 e- • 

4! 200 
z 

Encontrou-se uma correlação significativa entre 
a ER e a percentagem de nitrogênio sob a forma 
de ureídos (Fig. 11) - o que concorda com resulta-
dos obtidos em soja (Neves et aL 1985) e em 
feijão (Hungria s.d.) -, e sugerindo uma possível 
relação entre o metabolismo dos ureídos e o meta-
bolismo do hidrogênio, o que poderia ser expli-
cado pelo fato de que, quando há menor evolução 
do hidrogênio, fica disponível maior quantidade 
de ATP, e há maior produção de amônia, que 
deve então ser transportada sob formas nitroge-
nadas mais econômicas, como os ureídos. Em 
resultados preliminares, essa hipótese está sendo 
confirmada em nossos laboratórios pela utilização 
de mutantes hup, isto é, mutantes de estirpes nas 
quais originalmente não se detectou a atividade 
da hidrogenase. 

Em relação à escolha de uma metodologia 
rápida para identificação dos sistemas simbióticos 
mais eficientes, pode-se ver, na Tabela 4, a compa-
ração entre os métodos usados e o nitrogênio total 
das plantas (raiz + caule + folhas + vagens) durante 
o ciclo do feijão. 

%N-u'eído 

FIG. 10. Correlações entre (X) % N-ure(do aos 35 DAG 
(florescimento) e (Y) N total das sementes e 
(ndice de colheita para o nitrogênio aos 77 
DAG em feijão nodulado. 

(A 	
H, a,) 

U- - 
C,H, reduzido) 

FIG. 11. Correlação entre a (X) eficiência relativa (ER) 
dos elétrons destinados à nitrogenase e (Y) a % 
N-ureÇdo na seiva do gilema em feijão nodula-
do. Determinações aos 35 DAG. 

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 21(7):715-730,juI. 1986. 
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TABELA 4. Corelações entre (X) redução do acetileno, ER e N na seiva do xilema e (Y) o N total acumulado nos teci- 
dos do feijão durante o crescimento das plantas. Utilização de 16 pares de dados. 

(Y) N total da planta 

Parâmetro 
(x) Dias após a germinação 

14 21 	28 35 	42 	49 56 63 

Redução do acetileno 
(pmolesC2 H 4  .g no6 1  . h') n.s. 0,648" -0,510" 0$55" 	0,702" 0,900" 0$81" n.s. 
Redução do acetileno 
(pmoles C2H4 . pí' .?{') n.s. n.s. 	n.s, 0,842" 	0,809" 0,901" 0,600" 0,902" 

H2 
EH (1 	) n.s. 0$45" 	0,894" 0,901" 	0$41" 0,909" 0,900" 0,915" 

C2H4 

Concentração deN na 
seiva do xilema 0,635" n.s. 	n.s. 0,888" 	0,540' 	0,700" 0,760" 0,940" 
(íLmol N . 
Taxa de exsudaçâo de 
N na seiva 0,606" n.s. 	0,946" 0,926" 	0,952" 0,928" 0,930" 0,950" 
(nrnol N - p1 1  . min') 
% N-ure(do 0,510' n.s. 	0,700" 0,926" 	0,946" 	n.s. 0,935" 0,737" 

* 	Significativo ao nível de 5%. " Significativo ao nível de 1%. ns 	não-significativo. 

Apesar das restrições que o método de redução 

do acetileno apresenta, encontrou-se uma boa cor-

relação entre o etileno produzido e o nitrogênio 

acumulado nos tecidos, mas só a partir dos 

35 DAG. Entretanto, a correlação com a ER foi 

mais elevada e foi significativa desde os 21 DAG 

A análise dos compostos nitrogenados na seiva 

do xilema vem sendo sugerida como um método 

prático e eficiente (Thomas et ai. 1984) para a 

seleção dos melhores sistemas simbióticos. Pode-se 

constatar (Tabela 4) que a concentração de nitro-

génio na seiva do xilema não foi um bom parâme-

tro, mas as correlações mais elevadas com o nitro-

gênio total da planta foram obtidas com a taxa de 

exsudação de nitrogênio na seiva do xilema, desde 

os 28 DAG, e com a percentagem de nitrogênio 

como urefdos aos 35 e 42 DAG. 

Desse modo, pode-se concluir que outros 

métodos mais rápidos do que a análise de nitro-

gênio nos tecidos podem ser empregados na 

avaliação da eficiência dos sistemas simbióticos, 

tais como a taxa de translocação do nitrogênio na 

seiva do xilema, a percentagem de nitrogênio como 

ureídos, ou mesmo a ER. Neste caso, a época mais 

adequada para as avaliações foi aos 35 DAG 

(florescimento) e aos 42 DAG. 
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CONCLUSÕES 

1. Foram observados efeitos da cultivar de 

feijão, da estirpe de Rhizobium e da interação 

entre cultivar e estirpe no peso seco e N total das 

partes vegetativas e reprodutivas, no índice de 

colheita (peso seco de sementes/peso seco total da 

planta), no índice de colheita para N (N semente/ 

N planta) e no N perdido nas folhas senescentes. 

2. O melhor desempenho simbiótico esteve 

associado com maiores taxas de redução do aceti-

leno entre o florescimento (35 DAG) e o período 

médio de enchimento dos grãos (56 DAG) e alta 

remobilização do N das folhas para os grãos. 

3. A evolução do H 2  pelos nódulos seguiu a 

atividade da nitrogenase, e os sistemas simbióticos 

que evoluiram mais H 2  acumularam menos N nos 

tecidos. Houve efeito da cultivar e da estirpe na 

eficiência relativa (ER) dos elétrons destinados 

à nitrogenase. 

4. O melhor desempenho da cultivar Negro 

Argel e da estirpe COS esteve associado com taxas 

mais elevadas de transporte de N total na seiva do 

xilema e % do N na seiva sob a forma de ureidos, 

particularmente na época de maior atividade da 

nitrogenase (35 e 56 DAG). 
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S. Foi encontrada uma correlação positiva signi-

ficativa entre a ER e a percentagem N-ureído, 
indicando uma possível relação entre o metabo-

lismo do hidrogênio e o metabolismo dos ureídos 

nos nódulos. 

6. A melhor combinação simbiótica, da cultivar 

Negro Argel com a estirpe CO5, superou a combi-
nação menos eficiente, Venezuela-350 -127 1(47, 

em 88% quanto ao N total das sementes, em 20% 

quanto ao índice de colheita para N e perdeu 
menos N nas folhas senescentes. 

7. A taxa de translocação de N na seiva do 

xilema, a percentagem N-urefdo e a ER foram 
métodos válidos e rápidos para avaliação da efi-
ciência dos sistemas simbióticos e a melhor época 

para essas avaliações, em feijão, foi entre 35 e 

42 DAG. 
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