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RESUMO - Foram estudados os efeitos da cultivar e estirpe de Rhizobium no transporte de ureídos em 
soja bem como os efeitos do nitrogênio mineral na produção e transporte de ureídos por soja (Giycine 
Inax (L.) Merrili), feijão (Fhaseolus pulgaris L.) e leucena (Leucaena'ieucocepliala Lam.). Não houve 
diferenças significativas no teor de ureídos na seiva xilemática da cultivar de soja P1 240-663 crescida 
no campo e inoculada com diferentes estirpes de Rhizobium. Foram observadas, porém, diferenças 
significativas entre as cinco cultivares, apresentando a cultivar IAC-5 maior percentagem do N total da 
seiva sob a forma de ureídos. Em casa de vegetação, foi observada uma diminuição considerável na 
percentagem do nitrogênio sob a forma de ureídos na seiva de soja e feijão que receberam nitrogênio 
na forma nítrica. A aplicação de nitrogênio amoniacal 24 horas antes da colheita só diminuiu a produ-
ção de ureídos quando a inibição da atividade da nitrogenase foi mais pronunciada. As variações no 
teor de ureídos nos tecidos de raiz e caule refletiram as variações na produção de ureídos pelos nódu-
los de soja e feijão, o mesmo não acontecendo com a leucena. 

Termos para indexação: fixação de nitrogênio, nodulação, Glycime max, Phaseolus vulgaris, Leu cae-
na leucocephala. 	 - 

EFFECT OF PLANT CULTIVAR, RH!ZOBIUM STRAIN AND MINERAL NITROGEN 
ON UREI DE PRODUCTION IN SOYBEANS, COMMON BEANS AND LEUCENA 

ABSTRACT - The effects af plent cultivari and utrain of Rhizobium on ureide transport in soybean 
and mineral nitrogen on ureide production and transport In. soybean (Glycine max (L.) Merrill), com-
mon bean (Phaseo/us vulgaris L.) and leucena (Leucaena Ieucocephala Lam.) were studied. No signi-
ficant differences were found In the percentage of ureides in xylem sap of field grown soybean cv. 
P1 240-663 which was lnoculated with various Rhizobium strains. Significant differences were howe-
ver observed between different plant cultivars. Cultivar IAC-5 had the greatest proportion of sap ni-
trogen as ureides. In the glasshouse, a signíficant decrease was found In the ureide percentage in the 
xylem sap of soybean and common bean supplied with nitrate-nitrogen. Applying amrnonium-nitrogen 
24 hours before harvesting decreased ureide production only when nitrogenase activity was signif i-
cantly lnhibited. Changes in ureide concentration in root and leaf extracts reflected the changes in no-
dulation and ureide production of nodulated soybean and common bean but not in Ieucaena. 

Index terms: nitrogen fixation, nodulation. 

INTRODUÇÃO 

A.forma sob a qual o nitrogênio assimilado na 

raiz é transportado para a parte aérea, varia ampla-
mente entre as plantas superiores (Pate 1971). Os 
ureídos, alantoína e ácido alantóico, são alguns 
dos compostos envolvidos neste transporte de ni-
trogênio e desempenham um papel particularmen-
te importante em diversas leguminosas, principal-
mente naquelas pertencentes à tribo Phaseoleae 
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(Sprerit 1980; Goi & Neves 1982). A baixa relação 
C:N destes compostos confere às plantas conside-
rável economia em relação à quantidade de carbo-
no que deve ser reciclado através das raízes (Neves 
1982), aliada à vantagem de menor gasto de ener-
gia para serem produzidos (Minchin et al. 1981), 
fatores estes importantes, principalmente em siste-
mas dependentes da fixação biológica do nitrogê-
nio (Pate & Minchin 1980). Em Glycine tnax, os 
ureídos aparecem em maior concentração no xile-
ma plantas noduladas que em plantas crescidas 
com nitrogênio mineral (Yamamoto & Yatazawa 
1975 1  Matsumoto et ai. 1977, McClure & Israel 
1979). Isto acontece porque o principal local de 
síntese dos ureídos nas leguminosas são os nó-
dulos (Tagima & Yamamoto 1975, Matsumoto 
etaL 1977, Hanks et aL 1981). 
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Neste trabalho foram estudados os efeitos da 

cultivar da planta e da estirpe de Rhizobium japo- 
nicurn na produção de ureídos em plantas de Gly- 
cine max, bem como a influência do nitrogênio 

mineral sobre a produção de ureídos em plantas 

de Glycine max, Pltaseolus vulgaris e Leucaena 
Icucocepliala. 

MATERIAL E MÊTODOS 

Dois experimentos de campo foram instalados, simul-
taneamente, em uma área de solo Podzólico Vermelho-
-Amarelo (série !taguaí). Foi feita uma adubação básica 
de 160 kg hi' de P2 05 , 160kg ha' 1  de K20 e 1.240kg 
ha' 1  de calcário dolomítico. O delineamento experimental 
foi de blocos ao acaso, com quatro repetições. Em um ex-
perimento, foram plantadas quatro cultivares de soja 
(IAC-2, IAC-5, UFV-1, Santa Rosa e P1 240-663) inocula-
das com uma mistura das estirpes de Rhizobiurn 29 W, 
CD 1809 e 965. No outro, sementes da cultivar P1 240-663 
foram previamente esterilizadas (Vincent 1970) e em se-
guida inoculadas separadamente com uma das três estir-
pes de Rhizobiuni (29W, 965 e CB 1809). 

As colheitas foram feitas no início do enchimento das 
vagens, quando se estimou a atividade de redução de ace-
tileno (ARA) da nitrogenase (Dart et ai. 1972), e foram 
coletados o exsudato do xilema e a parte aérea das plan-
tas. A produção de sementes foi estimada quando da ma-
turação plena das vagens, exceto na P1 240-663, que por 
ser uma cultivar de ciclo longo, teve de ser colhida antes 
da maturação total, em conseqüência de problemas fitos-
sanitários. 

Na casa de vegetação foram plantados soja (cv UFV-1), 
feijão (cv Rico 23) e leucena em potes plásticos de quatro 
litros de capacidade, contendo uma mistura de vermiculita: 
areia: turfa na proporção de 8:12:1, respectivamente, in-
tensivamente lavada para eliminar resíduos de nitrogênio. 
O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com 
cinco repetições. As sementes foram esterilizadas e inocu-
ladas com uma mistura das estirpes R 54 e CV 1809 para 
soja; F 413 para feijão e NGR-8 para leucena. 

Foram deixadas crescer duas plantas por vaso, sendo 
uma utilizada para coleta de seiva e a outra para determi-
nação da ARA e análise de ureidos nos tecidos. Após a 
germinação, as plantas receberam ou solução nutritiva 
isenta de nitrogênio ou contendo 200 ppm de N na forma 
nítrica (KNO 3 ) (Summerfield et ai. 1977). A solução nu-
tritiva foi aplicada duas vezes por semana (500 mi/vaso) 
em volume suficiente para que ocorresse drenagem abun-
dante em cada vaso e com isso evitar a acumulação de sais. 
Quando necessário, as plantas foram suplementadas com 
água destilada em quantidade suficiente apenas para man-
ter a umidade ideal. No tratamento em que houve aplica-
ção de (Ni-14)2504, as plantas cresceram completamente 
dependentes da fixação biológica do nitrogênio e recebe-
ram solução nutritiva contendo 200 ppm de N na forma 
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amoniacal, somente 24 horas antes da colheita, com o 
objetivo de bloquear a atividade da nitrogenase e observar. 
as modificações na produção de ureMos decorrentes de 
uma mudança brusca na assimilação do nitrogênio, passan-
do da fixação do nitrogênio do ar para a assimilação de 
nitrogênio mineral. Na solução nutritiva contendo amô-
nia, foi adicionado 20 ppm de nitrapyrin (2-cloro-6-tri-
clorometil piridina) para inibir a nitrificação e manter o 
nitrogênio na forma amoniacal. 

A coleta dos exsudatos foi feita sempre à mesma ho-
ra do dia para evitar variações diurnas no transporte de ni-
trogênio (Pabon et ai, 1982). No experimento em casa de 

• vegetação, os vasos além de possuírem drenagem livre, re-
cebiam diariamente quantidade igual de água, volume este 
que foi aumentado de acordo com as necessidades das 
plantas. A casa de vegetação apresentava controle de refri-
geração, mantendo a temperatura e umidade relativa do ar 
média de 330C e 58% durante o dia e 22 0C e 91% durante 
a noite. Os exsudatos foram coletados em plantas decapta-
das na altura da cicatriz cotiledonal. A epiderme e a cór-
tex foram removidas para inserção de um tubo de látex 
e a superfície do corte foi seca com papel absorvente. 

• Após trinta minutos, coletou-se os exsudatos acumulados 
dentro dos tubos, os quais foram guardados a -18 0C até 
o momento das análises. 

O nitrogênio total foi analisado segundo Bremner 
(1965) tanto para a parte aérea das plantas como para o 
exsudato do xilema. Para a determinação de ureidos em 
tecidos vegetais e exsudato do xilema, aliquotas do mate-
ri@l fresco de raízes e caule (primeiro entrenó), foram tri-
turadas em solução de NaOH (0,02 N) e colocadas em tu-
bos de ensaio com tampa, para ferver por quinze minutos. 
Em seguida, o material foi centrifugado a 3500 rpm du-
rante vinte minutos e o sobrenadante usado na análise de 
ureído segundo o métõdo de Young & Conway (1942). 
Os exsudatos foram analisados diretamente ou após di-
luição em Na011 (0,02N). O caule foi escolhido por con-
ter concentrações altas de urefdos, maiores do que nos de-
mais órgãos da planta (Matsumoto et ai. 1977, l-lerridge 
et aI. 1978). 

RESULTADOS 

Com relação aos resultados obtidos no campo, 

entre as cultivares de soja estudadas foi observada 

grande variação na proporção do nitrogênio total 
sob a forma de ure (dos (percentagem de N-ureído) 

presente no exsudato do tilema das plantas colhi- 

das na época do início do enchimento das vagens 
A cultivar UFV-1 foi a que apresentou menor 

percentagem de W-ureído enquanto que as cultiva- 
res P1 240-663 e IAC-5 apresentaram as maiores 

percentagens. De modo geral, as variações no peso 

seco dos nódulos se refletiram na percentagem de 
N-ureído do lilema no momento da colheita, in- 
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dicando a estreita relação entre os dois parâmetros 
(Tabela 1). A ARA determinada no estágio de flo-
ração plena foi bastante baixa nos dois experimen-
tos de campo (Tabelas 1 e 2) com pequenas dife-
renças significativas. De um modo geral os maiores 
valores de ARA, se relacionaram com os maiores 
valores da percentagem de N-ureído, tanto entre 
cultivares como entre estirpes. 

A produção de sementes nos dois experimentos 
de campo ficou mais relacionada com as diferenças 
no peso de nódulos e percentagem de N-ureído do 
que com o nitrogénio total acumulado na parte 
aérea por época da floração plena (Tabelas 1 e 2). 
A colheita para a estimativa da produção de 
sementes foi feita quando as plantas atingiram 
total amadurecimento, entretanto, a cultivar 

TABELA 1. Variação na percentagem de nitrogénio sob a forma de ureídos (percentagem de N-ureídos) no exsudato 
do xilema, atividade de redução de acetileno (ARA) da nitrogenase, peso seco de nódulos e nitrogênio to-
tal da parte aérea determinados no estágio de floração plena e produção final de sementes de cinco cultiva-
res de soja. Médias de quatro repetições. 

Cultivar 

IAC-2 	P1 240-663 	Santa Rosa 	UFV-1 	IAC-5 

Percentagem de N-ure(do' - 	26,3 b 	66,03 	28,7 b 	22,5 b 	59.8 a 
N total do exsudato (mg.rnl 1) 	 1,12 ab 	0,89 ab 	1,65 ab 	2,35 a 	0.64 b 
ARA (Jlmol C2H4. planta'. h 1 1 	1,8 b 	4,7 a 	1,8 b 	3,3 ah 	5,9 a 
Peso seco de nódulos (g.planta) 	0.09 b 	0,09 b 	0.08 b 	0,07 b 	0,14 a 
N total parte aérea (mg.planta') 	134 b 	146 b 	114h 	67 c 	188 a 
Pesosecodesementes 	 39b 	34b 	47ab 	29b 	61 a, 

* Em cada linha, as médias seguidas da mesma letra não diferem significativamente ao nível de 5% pelo teste de Tukey. 

TABELA 2- Variação na percentagem de nitrogénio sob a forma de ureídos (percentagem de N-urei'do) no exsudato do 
xilema, atividade de redução de acetileno (ARA) da nitrogenase, peso seco de nódulos, nitrogénio total da 
parte aérea determinados no estágio de floração plena e produção final de sementes de soja (cultivar 
P1 240-663) inoculada com diferentes estirpes de Rhizobium. Médias de quatro repetições. 

Estirpe 

965 	 29W 	CB1809+R54a 

Percentagem de Nure(do* 	 75,0 a 	 59,1 b 	 55,3 b 
N total do exsudato (mg.ml") 	 0,25 a 	 0,18 a 	 0,15 a 
ARA (pmol C2H4. plant&'. h') 	 2,9 a 	 1,4 a 	 1,7 a 
Peso seco de nódulos (g.planta') 	 0,15 a 	 0.06 b 	 0,06 b 
N total parte aérea (mg.planti') 	 SOa 	 39 a 	 40 a 
Peso seco de sementes 	 35,50 a 	 35,25 a 	 47 a 

* Em cada linha, as médias seguidas da mesma letra não diferem significativamente ao n(vel de 5% pelo teste de Tukey 

Com relação à cultivar P1 240-663 inoculada 
com diferentes estirpes de Rhizobium japonicum 
(Tabela 2), as diferenças na percentagem de N-ureí-
do foi observada nas plantas inoculadas com a es-
tirpe 965, sendo ese o maior valor para percenta-
gem de N-ure (do registrado nos dois experimentos 
de campo (Tabelas 1 e 2). 

P1 240-663, que é uma cultivar tardia em relação 
às demais, teve que ser colhida antes de completar 
o ciclo, em conseqüéncia de problemas de fitossa-
nidade. Considerando-se todos os tratamentos dos 
dois experimentos foi obtida uma correlação signi-
ficativa (r 2  .0,663) entre a percentagem de N-ure(-
do e a produção de sementes. Porém, isolando-se a 
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cultivar que não completou o ciclo, chega-se a um 
valor de r 2  um pouco mais expressivo (r 2  0,754, 
p= 0,01). 

No experimento conduzido em casa de vegeta-
ção, a aplicação contínua de solução nutritiva con-
tendo N-nítrico, diminuiu a nodulação de todas as 
espécies estudadas (Tabela 3) enquanto que a apli-
cação de N amoniacal 24 horas antes da colheita 
não foi suficiente para diminuir significativamente 
a atividade da nitrogenase dos nódulos da soja, 
embora tenha afetado significativamente a ARA 
d0 feijão e da leucena (Fig. la, b, c). 

Como conseqüência da inibição da fixação de 
N2  pelo nitrogénio aplicado, baixíssimas concen-
trações de ureídos no ersudato do xilema foram 
observadas nas plantas de soja e feijão supridas 
com nitrato, valores estes quatro a 26 vezes meno-
res do que os registrados para plantas totalmente 
dependentes da fixação biológica do nitrogênio 
(Tabela 4). A aplicação de solução nutritiva con-
tendo nitrogênio amoniacal 24 horas antes da co-
lheita, também diminuiu a concentração de ureí-
dos no exsudato do xilema de plantas de feijão, 
porém na soja, o efeito só foi significativo na épo- 

TABELA 3. Variação no peso seco de nódulos (g.planta") de soja, feijão e leucena em três épocas de colheita 

Leucena 

Tratamentos  
15(V) 	40(F) 68(MEG) 	Dias após plantio 	15 	59 	73 

15(v) 	38(F) 	59(MEG) 

Controle-plantas 
inoculadas com R/i/zobium 	0,01 0,19 	0,67 	0.03 	0,11 	0,03 	0,04 	0,06 	0,05 
Plantas inoculadas com 
Rhizobium + Nitrato 
(200ppmN) 	 O O 	0.08 	0,01 	O 	O 	O 	O 	O 
Plantas inoculadas com 
Abízobium + Amônia 
(200 ppm N) 24 h, antes 
da colheita 	 0,02 0,18 	0,77 	0.06 	0,09 	0,03 	0.08 	0,03 	0,05 

* V = Vegetativo. 
F - floração. 
MEG metade do enchimento de grãos. 

TABELA 4. Concentração de ureídos (mg Nmf 1 ) no exsudato do xilema de soja e feijão. 

Colheitas 

Tratamentos 	 Soja 	 Feijão 

Floração Enchimento 
dograo ** Floração Enchimento 

dograo** 

Plantas inoculadas 1,02 0,69 0,57 0.39 
Plantas inoculadas + N-NO3 
(200 ppm N) continuamente 0,04 0,13 0,14 0,10 
Plantas inoculadas + N-NH4+  
(200 ppm N) 24 h antes da 
colheita 0.58 0,55 0,33 0,13 

DMS (p =0,05) 0,16 0,24 0,21 0,15 

* Média de três repetições. 
** Média de dnco repetições. 
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FIG. 1. Atividade de reduçSo do acetileno (ARA) em soja 
(a), feijão (b) e leucena (c). 1 'representa o DMS 
(Tukey) entre os tratamentos (p - 0,05). 4. indica 
o início da floração. (o.---o) controle-plantas 
inoculadas com Rhizobium; ( o—.—o) plantas 
inoculadas com Abizobium + nitrato durante to' 
do o cicio de desenvolvimento; (o. . o) piantas 
inoculadas com Rhizobium + amônia apiicada 
24 horas antes da colheita. 

ca da floração (Tabela 4), quando. a inibição da 
ARA pela aplicação de amônia foi mais pronuncia' 
da. 

Ocorreram variações significativas nas concen-
trações de ureídos de tecidos de raiz e caule duran-
te o desenvolvimento das plantas de soja e feijão 
crescidas sem N mineral (Fig. 2a, b, e 3a, b), sen-
do que a soja apresentou os mais altos teores de 
ureídos nos tecidos dentre as espécies estudadas. 
As variações no teor de ure (dos dos tecidos, refle-
tiram as variações no peso de nódulos e ARA no 
feijão e na soja, porém o mesmo não aconteceu 
com a leucena (Fig. 2c, 3c). Nesta espécie, altos 
teores de ure (dos na raiz e caule foram observados 
logo após a germinação, sugerindo remobilização 
de ureídos provenientes das reservas da semente 
que apresentou 0,44 nmol N-ureído g"  peso fres-
co de tecido. 

A aplicação de N-amoniacal, resultou em um 
acúmulo de ureído nas raízes de soja coletada aos 
69 dias após o plantio (Fig. 2a). Este efeito não foi 
significativo nas demais espécies. Para soja e feijão, 
a aplicação contínua de N-nítrico causou uma 
diminuição significativa dos teores de ureídos nas 
raízes e caule que se mantiveram praticamente 
inalterados durante o desenvolvimento das plantas 
(Fig. 22, b e 3a, b). Para a leucena, a aplicação 
de nitrato, pouco afetou as concentrações de ureí-
dos nos tecidos, indicando que a produção de ureí-
dos nesta espécie, não reflete a atividade dos nó-
dulos. 
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FIG. 2. Variação sazonal na concentração de ure(dos na 
raiz de soja (a), feijão (b) e leucena (c). 1- repre-
senta o DM3 (Tukey) entre as tratamentos 
(p = 0,05). 4 indica a in(ciodafloração. (o---o) 
controle-plantas inoculadas com Aflizobium; 
(o--a) plantas inoculadas com Rhiizobium + 
nitrato durante todo o ciclo de desenolvimento; 
(o. . o) plantas inoculadas com Rhizobium + 
amônia aplicada 24 horas antes da colheita. 

DISCUSSÃO 

Os processos metabólicos que conduzem à pro-
dução de ure (dos nos nódulos envolvem não s6 as 
células infectadas como também as células intersti-
ciais não infectadas (Hanks et ai. 1981, Newcomb 
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& Tandon 1981, Schubert & Boland 1984). Por-
tanto, é de se esperar que a produção final dos 
ureídos esteja sob a influência tanto da cultivar da 
planta como da estirpe de Rhizobium. Efeitos da 

estirpe de RJ-zizobium na percentagem do nitrogé-
nio transportado sob a forma de ure (dos já foram 
observados em caupi (Neves 1978), soja (Neves 
et al. 1985) e feijão (Hungria et ai. 1984), porém 
McClure et aI. (1980) não encontraram variações 
com relação à estirpe e com relação às cultivares de 
soja. Contudo, os valores de nitrogênio total do 
exsudato relatado por esses autores foram muito 
baixos em comparação com valores normalmente 
obtidos com plantas de soja (Streeter 1979, Neves 
et ai. 1985), o que deve ter minimizado possíveis 
diferenças entre os tratamentos. 

É possível que os ureidos sejam seletivamente 
transportados para as semçntes em crescimento. O 
transporte seletivo de aminoácidos já foi observa- 
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FIG. 3. Variação sazonal na concentração do ure(dos no 
caule de som (a), feijão (b) e leucena (c). 1 - re-
presenta o DMS (Tukey) entro os tratamentos 
(p =0,05). 4 indica o in(cio da floração (o---o) 
controle-plantas inoculadas com Abizobium; 
(o--o) plantas inoculadas com Abizobium + 
nitrato durante todo o ciclo de desenvolvimento; 
(o. . .o) plantas inoculadas com Aflizobium + 
amônia aplicada 24 horas antes da colheita. 

do por McNeil et ai. (1979). Tal processo explica- 
ria muito mais a ocorrência de uma estreita relação 
entre a produção e a percentagem de N-ureído 
transportado na seiva durante o início do enchi- 
mento dos grãos, do que entre a produção e o ni- 
trogênio total da parte aérea neste mesmo período. 
Estas relações já foram observadas em soja sob 
condições de campo e casa de vegetação (Neves et 
ai. 1985) e em feijão (Hungria & Neves 1984, 
Hungria & Neves 1986). A possibilidade de tal 
transporte preferencial é fortalecida pelo fato de 
as lâminas foliares acumularem pouca quantidade 
de ureído, menos de 1,5% do seu nitrogênio total 
(Streeter 1979) e de já ter sido demonstrada a 
existência de um "by-pass" com relação às folhas 
de certos aminoácidos (Sharkey & Pate 1975). 

Com relação ao fornecimento de nitrato para as 

plantas, Matsumoto et ai. (1977) também obser- 

varam uma diminuição na acumulação de ureídos 
nos tecidos da parte aérea. A presença de nitrato 
diminui a produção de ureídos, paralelamente com 
a inibição da formação dos nódulos (Yamamoto & 
Yatazawa 1975) e da atividade da nitrógenase 
(Gibson & Pagan 1977). 

As observações de correlações entre produção 
de grão e percentagem de ure (dos na seiva, abrem 
possibilidades de selecionar combinações simbióti-
cas mais produtivas através da análise da seiva. Po-

rém, em decorrência das dificuldades de se coletar 
seiva em quantidades mensuráveis, é possível que 
a análise do teor de ureídos nos tecidos do caule 
possa ser usada mais convenientemente em progra-
mas de seleção. 

Nem todas as leguminosas, como por exemplo a 
leucena, utilizam os ureídos no transporte dos pro-
dutos provenientes da fixação de nitrogénio. Esta 
parece ser uma característica das espécies da tribo 
Phaseoleae (Sprent 1980, Goi & Neves 1982), que 
formam nódulos do tipo Aeschynomenoide. 
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