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RESUMO - Utilizaram-se cinco cultivares de Phaseolug vulgaris L. e seis estirpes de Rhizobium iegumino-
sarum biovar phaseoli em um experimento conduzido sob condições de casa de vegetação. Foram 
observados efeitos da cultivar e da estirpe nos seguintes parâmetros: peso seco e N total acumulado nas 
folhas, caules e vagens; peso seco dos nódulos; eficiência dos nódulos (mg N.g nódulo 1);  atividade da 
nitrogenase; evolução do H 2  pelos nódulos; eficiência relativa dos elétrons destinados à nitrogenase 
(ER); concentração de N total na seiva do xilema; taxa de translocação do N na seiva do xilema e per-
centagem do N total da seiva sob a forma de ureídos. Os parâmetros (avaliados no florescimento, aos 
35 dias após a germinação) que apresentaram as melhores correlações com o N total das vagens aos 50 
dias foram: ER (0,872'),, taxa de translocação do N na seiva do xilema (0,949') e percentagem do 
N sob a forma de ureídos (0,907** ). Encontrou-se uma correlação positiva entre a ER e a percenta-
gem N-ureído (0,903' • ), o que pode ser atribuído a uma possível relação entre o metabolismo do 112 
e o metabolismo dos ureídos. 

Termos para indexação: nodulação, atividade da nitrogenase, liberação do hidrogênio, ureídos 

INTERACTIONS BETWEEN PHASEOLUS VULGARIS CULTIVARS 
AND RHIZOBIUM STRAINS IN NITROGEN FIXATION AND TRANSPORT 

ABSTRACT One experimont was performed, under greenhouse conditions, using five cultivars of 
Phaseo/us vulgads L. and six strains of R/iizobium leguminosarum biovar phaseo!i to evaluate the ni-
trogen fixation and transport in the plants. Both eultivars and strains affected significantly the dry 
weight and total P4 of leaves, stems and pods; nodule dry weight; nodule efficiency (mg N. g no& 1  }; 
nitrogenase activity; H2 evolution by the nodules; relativo efficiency (RE); N concentration and rato 
of N translocation in the xylem sap and percentage of the N af the xylem sap as ureides. The pararne-
ters (estimated at fiowering time, 35 days after germination) that showed best correlations with total 
N of pods at 50 days were: RE (0,872" ), rate of N translocation in the xylem sap (0,949° ) and 
percentage af N as ureides in the gylem sap 10,907 °  ). A positive correlation was fourid between RE 
and percentage of N as ureides (0,903" ), and this can be best explained in terms of a relationship 
between Il2  metabolism and ureide metabolism. 

Index terms: nodulation, nitrogenase activity, hydrogen release, ureides. 

INTRODUÇÃO 

Existe grande variabilidade genética entre e 
dentro de espécies de leguminosas quanto à capaci-
dade de fixar nitrogênio biologicamente, o que re-
presenta um material inesgotável para seleção ge-
nética. Essa variabilidade já fci demonstrada em 
Phaseolus vis/garis, refletindo em diferenças no 
peso, número e eficiência dos nódulos, atividade 
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Programa Nacional de Pesquisa em Biologia do Solo 
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da nitrogenase e nitrogênio total acumulado pelas 
plantas (D'dbereiner & Ruschel 1961, Franco & 
Dbbereiner 1967, Ruschel et aL 1979, Hungria & 
Ruschel 1982). Do mesmo modo, já foram deteç-
tadaediferenças entre plantas da mesma cultivar 
de feijão inoculadas com diferentes estirpes de 
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli (Rus-
chel & Reuszner 1973, Ruschel & Saito 1977, 
Saito etal. 1978, 1980a, Hungria & Ruschel 1982). 
Conseqüentemente, torna-se importante o estudo 
dos fatores intrínsecos das plantas hospedeiras e 
das estirpes de Rhizobium que estariam relaciona-
dos com a maior fixação do nitrogênio e que pode-
riam contribuir para agilizar os processos de me-
lhoramento genético. 

Há muitas evidências de que o fornecimento de 
fotossintatos para os nódulos limita a capacidade 
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de fixação dos sistemas simbióticos (Hardy & Ha-
velka 1976). Por outro lado, durante o período de 
máxima fixação do nitrogénio os nódulos podem 
desviar db 10% a 30% dos fotossintatos da planta, 
reduzindo diretamente a produtividade das legumi-
nosas (Schubert & Ryle 1980). Desse modo, deve-
-se procurar sëlecionar os sistemas simbióticos que 
utilizem mais eficientemente as fontes de carbo-
no e energia da planta hospedeira (Gibson 1966, 
Neves etal. 1981, Rainbird etal. 1983). 

Um dos gastos energéticos que diminuem a efi-
ciência da fixação do nitrogênio é o processo de 
liberação do hidrogênio pelos nódulos, que ocorre 
simultkea e obrigatoriamente com a redução do 
nitrogênio, consumindo elétrons e ATP que, de 
outro modo, seriam utilizados para a produção 
de amônia (Schubert & Evans 1976, McCrae et ai. 
1978). Parte da energia perdida, porém, pode ser 
recuperada se houver a ação da enzima hidroge-
nase, que oxida o hidrogênio produzido, resultan-
doem i-C e AT? (McCrae et aL 1978, Waiker & 
Yates 1978). As correlações entre menor gasto 
energético com a liberação do hidrogênio e a maior 
fixação do nitrogênio são controvertidas. Há cita-
ções de correlações positivas (Zablotowicz et aL 
1980, Hungria & Ruschel 1982),negativas (Gibson 
et al. 1981) ou inexistência de correlação (Rainbird 
et al. 1983). 

0 transporte dos compostos nitrogenados tam-
bém afeta a economia energética do sistema sim-
biótico. As leguminosas tropicais noduladas, como 
soja, caupi e feijão utilizam principalmente os uret-
dos para o transporte do nitrogênio fixado (Matsu-
moto et al, 1977, Herridge et aI. 1978, Cookson 
et al. 1980). A baixa relação CIN desses compos-
tos, e as evidências de que há um menor gasto 
energético envolvido na sua síntese indicam que as 
leguminosas que transportam ureídos são, possivel-
mente, mais econômicas na utilização dos compos-
tos de carbono do que as espécies de clima tempe-
rado, que transportam principalmente amidas 
(Atkins et aL 1978, Thomas & Schrader 1981). 

Neste trabalho, procurou-se verificar como a 
atividade da nitrogenase, evolução do hidrogênio 
pelos nódulos e o transporte de compostos nitroge-
nados na seiva do xilema variam em algumas cul-
tivares de feijão inoculadas com estirpes mais ou 
menos eficientes na fixação do nitrogênio. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, 
na EMBRÁPA-UÀPNPBS, km 47, Rio de Janeiro, no pe-
ríodo de outubro a dezembro de 1983. 

Utilizou-se feijão (Phaseolu: vulgar!: L.) das cultivares 
Negro Argel, Carioca, Venezuela 350, Costa Rica e Rio 
Tibagi (sementes fornecidas pela EMBRAPA-CNPAF). 
As estirpes de Rhizob!um leguminosarum biovar phaseoli 
usadas foram as CO5 (CENA, SP.FP 2 ) (UAPNPBS, Ri) 
SEMIA 487 (U'AGRO, RS), 127 K-17 (Nitragin Co., 
EUA), CIAT 255 e dAT 727 (Colômbia). As estirpes de 
R/zjzobjum foram crescidas em meio definido de Vincent 
(1970) a 29°C, por quatro dias, com agitação. As semen-
tes foram esterilizadas com H9Cl 2  (Vincent 1970), colo-
cando-se, então, 1 ml de inoculante (com cerca de 108 
céculas/mI) para cada 15 sementes, por uma hora, e proce-
dendo-se, então, à semeadura. As plantas cresceram em 
vasos de Leonard modificados (Vincent 1970) contendo 
areia e vezmiculita (1:2, v:v), lavadas por sete dias e os va-
sos foram esterilizados em autoclave a 120 °C, por uma 
hora. Na semeadura colocaram-se cinco sementes por va-
so cobrindo-se então, com uma camada (± 3 cm) de areia 
esterilizada. O desbaste foi realizado cinco dias após a ger-
minação (DAG), deixando-se duas plantas por vaso. For-
neceu-se, alternadamente com água destilada, solução nu-
tritiva isenta de nitrogênio e contendo: JCCI (2 mM); 
K2 11PO4  (220 mM); CaSO4 .2112 0 (2 mM); K11 2 PO4  
(0,29 mM); M8SO4 .711 2 0 (2 mM); CuSO 4 5H20 
(0.30 pM); ZnSO4  71120 (0,76 pM); MnSO4 .21120 
(0.90 jzM); (NH4)6 Mo 7024 .411 2 0 (0,008 pM); H3 B03  
(11,56 pM); FeSO 4  (18 pM), pil  6,0-6,2. Utilizou-se um 
esquema fatorial com cinco cultivares e seis estirpes no 
delineamento experimental em blocos ao acaso, com qua-
tro repetições, e as coletas foram feitas no florescimento 
(35 a 38 DAG) e aos 50 DAG. 

Análises 

Para a determinação do peso de matéria seca, as fo-
lhas, nódulos, caules e vagens foram separados e secos em 
estufa a 60 0C-70°C, até atingir um peso constante. Das 
duas plantas de cadavaso,umafoiusadaparaaavaliação da 
atividade da nitrogenase (redução do acetileno) e a outra 
para avaliar a liberação do hidrogênio pelos nódulos. Pa-
ra a redução do acetileno utilizaram-se raízes noduladas 
destacadas, num sistema de fluxo contínuo (Goi et aI. 
1984), cujos recipientes de incubação eram vidros de 
100 ml, pelos quais passavam ar comprimido e acetile-
no, controlados de modo a manter uma concentração 
de acetileno de aproximadamente 12% com um fluxo de 
100 mLmin.' t  ,tub& 1  - As leituras foramrealizadas a 1, 3,4, 
5, 7, 10, 15 e 30 minutos após o início da incubação. A va-
riação entre as leituras consecutivas de uma mesma planta 
foi, em média, de 2,95% e, para os cálculos, tomou-se a 
maior taxa de redução do acetileno de cada planta. O 
acetileno produzido foi determinado em um cromatógra-
fo Perkin Elmer Fil com detector de ionização de chama, 
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usando-se uma coluna de aço inoxidável com 0,32 cm de 
diâmetro interno por 50 cm de comprimento, conten-
do Poropak N (80 - 100 mesh) e operada a 40 C, utili-
zando-se o nitrogênio como gás de arraste a um fluxo de 
40 ml. min 1 . 

A liberação do 112 foi determinada em nódulos desta-
cados com pequenos segmentos radiculares, ± 5 cm, para 
evitar injúrias e permitir um suprimento de carbono para 
os nódulos (Schubert & Evans 1976). Os nódulos foram 
colocados em vidros de 30 ml contendo um pedaço de pa-
pel absorvente umedecido para evitar o dessecamento. Os 
frascos foram fechados hermeticamente e incubados em 
ar por 30 minutos à temperatura ambiente. A leitura do 
hidrogônio produzido foi feita em um cromatógrafo Va-
rian modelo 1420 com um detector de condutividade 
térmica. Utilizou-se uma coluna de aço inoxidável com 
0,32 cm de diâmetro interno por 100 cm de comprimen-
to, contendo peneira molecular 5A °  (80 a 100 mesh) e 
operada a 409C, usando-se o argônio como gás de arraste 
a um fluxo de 25 mLmin» - 

A eficiência relativa dos elétrons destinados à nitroge-
nase foi calculada pelo parâmetro de Schubert & Evans 

H 2  liberado (ar) 
(1976), ou seja, ERa 1 

C2H 2  reduzido 
Para a coleta e análise da seiva do xilema, cortou-se 

a parte aérea das plantas na altura do nó cotiledonar. A 
superfície do corte foi lavada com água destilada e secada 
com papel absorvente. A seiva exsudada foi então coleta-
da em pipetas microcapilares calibradas (20 e 50 p1) 
durante 15 minutos, calculando-se a taxa de exsudação. A 
seiva foi mantida a -20°C até o momento das análises, e 
os compostos nitrogenados foram determinados em aU-
quotas de 5 p1 de seiva, segundo Hungria (1985). O N 
total das folhas, caule e vagens foi determinado pelo mé-
todo semimicro-Kjeldahl segundo Liao (1981) e a des-
tilação e titulação foram realizadas segundo Bremner & 
Edwards (1965). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O acúmulo de matéria seca nas diversas partes 
da planta seguiu, em linhas gerais, o acúmulo de 
nitrogênio nessas mesmas partes. Interações alta-
mente significativas foram observadas entre cul-
tivares e estirpes no nitrogênio acumulado nas fo-
lhas e caule no florescimento, 35 dias após a ger-
minação (DAG) (Fig. 1), e no nitrogênio das va-
gens aos 50 DAG (Fig, 2). A combinação de Negro 
Argel com a estirpe COS se destacou como a me-
lhor, superando o nitrogênio total das folhas, caule 
e vagens da Rio Tibagi submetida a inoculação 
com a estirpe CIAT 255, respectivamente em 

Coul. 	 O £05 

ra 
SEMIA 487 

fl 	127 	5-17 

tJ dAt 727 

O 	d14t25' 

FIG. 1. Efeito da Interação entro cultivares de feijão e es-
tirpes de Rhizobium no N total acumulado no 
caule e nas folhas aos 35 DAG. Médias de quatro 
repetições. 

4.959%, 8.171% e 23.000%. Interações entre cul-
tivares de feijão e estirpes de Rhizobium na fixa-
ção do nitrogênio j& haviam sido verificadas por 
Hungria & Ruschel (1982). 

O peso dos nódulos pode ser visto na Fig. 3, 
constatando-se, também diferenças entre os tra-
tamentos. As correlações entre o peso dos nódulos 
no florescimento e o nitrogênio total da parte 
aérea, nessa mesma época (r - 0,508 w 

 ), 
ou nitro-

gênio total das vagens aos 50 DAG (r. 0,5 80 * 
(Tabela 1), embora significativas, são bastante bai. 
Ias, o que confirma observações feitas em feijão 
(Saito et ai. 1978, Rennie & Kemp 1981, Hungria 
& Ruschel 1982) de que nem sempre o maior peso 
de nódulos corresponde ao maior acúmulo de ni-
trogênio nos tecidos. 

As diferenças entre as estirpes de Rhizobium 
podem ser vistas na Tabela 2, e estão de acordo 
com Saito et ai. (1978) e Hungria & Ruschel 
(1982), que observaram que a estirpe CO5, embora 
apresentasse massa nodular relativamente baixa, 
acumulou bastante nitrogênio na parte aérea e nas 
vagens. As estirpes FP 2  e SEMIA 487 formaram 
mais nódulos, mas a eficiência destes foh respecti-
vamente, 2,7 e 2,5 vezes inferior à das plantas sub-
metidas a inoculação com a estirpe CO5. Em um 
sistema simbiótico onde o suprimento de fotossin- 
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FIG. 2. Efeito da interação entre cultivares de feijão e estirpes de Rhizobium no N total acumulado nas vagens aos 
50 DAG. Médias de quatro repetiçôes. 
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FIG. 3. Efeito da interação entre cultivares de feijão e estirpes de Rhizobium no peso seco de nódulos aos 35 DAG. 
Médias de quatro repetiçôes. 
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TABELA 1. Correlação entre nodulação (X) e diversos parâmetros fisiológicos (Y) em feijão. Coeficientes calculados a 
partir de 30 pares de dados. 

Peso seco dos nódulos (9.pl 1 ) 	 N total da parto aérea (mg.pl) 	 0,508" 
N total das vagens (mg.pí' ) • 	 0,580" 
Redução do acetileno (nmoles CH 4 .pl4 . min t ) 	0,786" 
Evoluçãodo H2 (j.Zmoles 1,12.plh» 	 -0,273 n.s. 
Eficiência relativa 	 0,648" 

Eficiência dos nódulos (mg N fixado.g noi') 	Redução do acetileno 	 0,466" 
ER 	 0.638" 

• Aos 50 dias após o plantio; todos os demais parâmetros foram avaliados no florescimento (35 dias) 

** Signif icância ao n(vel de 1%. 

n.s. não-significativo. 

TABELA 2. Efeito da estirpe de Rhizobium Ieuminosarum biovar phaseoli na nodulação, na eficiência dos nódulos e 
acúmulo de N total na parte aérea (folhas + caule + vagem) aos 35 dias após a germinação, e no N total das 
vagens aos 50 dias. Médias de 20 repetições. 

35 dias (florescimento) 50 dias 

Estirpe Peso dos N total da Eficiência dos N total da 
nódulos pane aérea nódulos vagem 
(g.pi t ) (mg N. pí') (mg N. g nod.) (mg N. p14 ) 

COS 0,479b 183,37a 382,82a 58,040 
FP 2  0,734a 102,72b 139.96b 42.58b 
SEMIA 487 0,636ab 95,74b 150,53b 45,96b 
127 1<-17 0,634ab 77,60c 122,40b 33,78c 
CIAT 727 0,288c 21,97d 76,28c 8,60c1 
CIAT 255 0,133c 6,06e 45,56c 0,96e 

* Valores seguidos da mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nível de 1% 

tatos para os nódulos pode ser o fator limitante pa-
ra a fixação do N 2  (Hardy & Flavelka 1976), o 
menor gasto de carbono com a formação e manu-
tenção dos nódulos pode refletir diretamente no 
crescimento das plantas. Já as estirpes dAT 727 e 
dAT 255 formaram nódulos ineficientes, preju-
dicando o crescimento das plantas. 

Quanto às cultivares (Tabela 3), observou-se 
que Negro Argel e Carioca foram as melhores plan-
tas hospedeiras, resultando cru maior acúmulo de 
nitrogênio e maior eficiência dos nódulos. Os pio-
res desempenhos foram obtidos pelas cultivares 
Costa Rica e Rio Tibagi. Não houve relação entre 
a fixação do N 2  e o hábito de crescimento das cul-
tivares, o que foi também verificado por Rennie & 

Kemp (1981). Deve-se salientar, também, que uma 
cultivar com boa capacidade para resposta à fixa-
ção de nitrogênio, como é o caso da Negro Argel, 
pode se beneficiar e se destacar das demais quando 
inoculada com uma estirpe eficiente, como a dOS. 
Já cru uma cultivar selecionada na presença de ni-
trogênio mineral, como é o caso da Rio Tibagi, a 
mesma estirpe não consegue expressar o seu poten-
cial de fixação do nitrogênio. 

Houve efeitos da estirpe (Tabela 4) e da cultivar 
(Tabela 5) na atividade da nitrogenase total e espe-
cífica, na liberação do hidrogênio pelõs nódulos e 
na eficiência relativa (ER) dos elétrons utilizados 
na reação catalizada pela nitrogenase. A estirpe 
dOS se destacou das demais principalmente quan- 
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TABELA 3. Efeito da cultivar de feijão na nodulação, na eficiência dos nódulos e acúmulo de N total na parte aérea 
(folhas + caule + vagens) aos 35 dias ap6s a germinação, e no N total das vagens aos 50 dias. Médias de 24 
repetições. 

- 	 35 dias (florescimento) so dias 

Cultivar 	 Peso dos 	 P4 total da 	Eficiência dos N total das - 	- 	 nódulos 	 parte aérea 	 nódulos vagens 
(g.pl') 	 (mg N. pii')-- 	(mg N.g nod) (mg N. p1 t ) 

Negro Argel 	 0,541b 	 116,25a 	 215,99a 44,08a 
Carioca 	 0,377c 	 92,04b 	 244,14a 45,52a 
Venezuela-350 	0,636a 	 80,47c 	 126,52b 33,85b 
Costa Rica 	 0,442bc 	 55,43d 	 125,41b 18,50c 
RioTibagi 	 0,424bc 	 61,43d 	 144,88b 18,31c 

* Valores seguidos da mesma letra não diferem estatlsticamente pelo teste de Tukey ao nível de 1%. 

TABELA 4. Efeito da estirpe de Rhizobium frguminosarum  biovar phaseoli na 	atividade da nitrogenase, na liberação 
da H2  e na eficiência relativa dos elétrons destinados à nitrogenase (ER) 	em feijão aos 35 dias após a ger- 
minação. Médias de 20 repetições. 

Atividade total 	 - 	Atividade específica 

Estirpe 	 (blmoles.pl'. )(11 	 (J.Lmoles.g no& t . h') E A 

- 	 C2 H4 	 H 2 	 C2H4 

CO5 	 10,96ab** 	 1,47c 	 25,48a 	3,11b 0,88a 
FP2 	 13,24a 	 2,33b 	 19,76b 	3,44b 0,83a 
SEMIA 487 	11.28ab 	 2,28b 	 19,28b 	3,98b 0,79a 
127 K-17 	 9,821b 	 3,29a 	 14,92c 	5,71a 0,62b 
CIAT 727 	 2,49c 	 1,52c 	 9,02d 	5,07a 0,44c 
CIAT 255 	 0,64c 	 O,agd 	 6,66e 	-3,801, 0,43c 

-- 	H2(ar) 
* EH - 1 - 	(Schubert & Evans 1976) 

C  2 H 2  reduzido 

"Valores seguidos da mesma - letra não diferem estatisticamente pelo teste de 	ukey ao n(vel de 1%. 

to à atividade da nitrogenase específica (Tabela 4). 
As melhores estirpes (CO5, E?2  e SEMIA 487), 
embora apresentassem maior atividade da nitroge-
nase, não foram as que apresentaram maior libera-
ção do hidrogênio e, portanto, caracterizaram-se 
por possuírem as eficiências relatjvas mais eleva-
das (Tabela 4). A cultivar Negro. Argel, embora 
apresentasse maior atividade da nitrogenase total, 
foi superada pela cultivar Carioca quanto à ativi-
dade específica. A Negro Argel também se eviden-
ciou por apresentar a mais baixa liberação do hi-
drogênio pelos nódulos, implicando maior eficiên-
cia relativa (Tabela 5), 
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Inicialmente, acreditava-se que a liberação do 
hidrogênio fosse determinada somente pela estirpe 
de Rhizobium, que controlaria as informações ge-
néticas para a síntese da hidrogenase (Dixon 1967, 
Carter et al. 1978). Entretanto, Gibson et ai. 
(1981), Hungria & Ruschel (1982) e Milier & Si-
rçis (1982) observaram que a planta hospedeira 
também afeta, a liberação do hidrogênio, talvez 
pela indução da síntese da hidrogenase, o que volta 
a ser confirmado pelos resultados obtidos neste 
experimento.  

O método de redução do acetileno para avaliar 
a atividade da nitrogenase, embora seja dpido e 
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TABELAS. Efeito da cultivar de feijão na atividade da nitrogenase, liberação do 112  e eficiência relativa dos elétrons 
destinados à nitrogenase (ER) • aos 35 dias após a germinação. Médias de 24 repetições. 

Atividade total Atividade especifica 
Cultivar de 	 (jzmoles.pí'. 1(1) (Jzmoles.g nod4 . h') E R feijão 

C2H4 	 1-12 C2H4 

Negro Argel 	10,14a" 	 1,25d 16,32b 	2,52c 0,85a 
Carioca 	 7,83b 	 1.56c 18,55a 	4,78b 0,74b 
Venezuela-350 	9,10ab 	 2,42a 15,34b 	4,02b 0,74b 
Costa Rica 	 8,76ab 	 2.21ab 19,17a 	6,14a 0.68b 
Rio Tibagi 	 4,50c 	 1,96b 9,78c 	4,74b 0,52c 

H2 (ar) 
• ER - 1 	 (Schubert & Evans 1976) . C 2 1-1 2  reduzído 

"Valores seguidos da mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao n(vel de 1%. 

TABELA 6. Conelações entre redução do acetileno e liberação do 112  (X) e diversos parâmetros fisiológicos (Y) em 
feijão. Coeficientes calcutados a partir de 30 pares de dados. 

X V R 

Redução do acetileno (nmoles C 2 1-1 4 . p1 1 . min) N total da parte aérea (rnp.í') 0,701* * 
N total da vagem (mg.pÍ ) 0,756" 
Evolução do H2 (j2moles H2. pí'. h 1 ) -0,221 n.s. 
Eficiência relativa (ER) 0,904" 

Atividade espec(fica N total da parte aérea 0,145" 
(nn,oles C 2 H 4 . gnod t . min.1 ) N total da vagem 0,741" 

EH 0,858" 
Liberação do H N total da parte aérea -0,107 n.s. 
(/.Lmoles H2. pí 	h') N total da vagem -0,305 n.s. 

EH -0.262 n.s. 
EH N total da parte aérea 0.823" 

Produtividade das plantas (g semente.pl 1 ) 0,850** 
Redução do acetileno x ER N total da parte aérea 0,806" 

N total das vagens 0,814" 

• Aos 50 dias após o plantio; todos os demais parâmetros foram avaliados no florescimento (35 dias) 

Significância ao n(vel de 1%. 
ris, não-significativo. 

barato, apresenta muitas limitações, como a ava-
liação apenas momentânea da atividade enzinlática 
e a inibição da liberação do H 2  (Schubert & Evans 
1976). Outra restrição ao uso dessa metodologia 
reside no fato de que, recentemente, Minchin et ai. 
(1983) verificaram que o acetileno reduz a permea-
bilidade dos nódulos ao oxigênio, o que pode pro-
vocar um declínio de até 50% na atividade da ni-
trogenase. Neste experimento, porém, utilizando-
-se o sistema de fluxo contínuo, verificou-se que o 

declínio na atividade da nitrogenase causado pelo 
acetileno foi, em média, de apenas 2,95%, sendo 
observada uma variação máxima de 9,67%. Os sis-
temas simbióticos estudados, portanto, não pare-
ceram apresentar as limitações sugeridas por Mm-
chin et aI. (1983). 

Apesar de todas as restrições do método de re-
dução do acetileno, houve uma correlação signifi-
cativa (Tabela 6) entre o acetileno reduzido na 
época do florescimento e o nitrogênio da parte 
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aérea nessa mesma época (r= 0,707** ) e o nitrogê-
nio total das vagens aos 50 DAG (r- 0,755** ). Co-
mo pode ser constatado na Tabela 6, as correlações 
com o nitrogênio total da parte aérea e das vagens 
foram maiores quando feitas com a atividade da 
nitrogenase específica. Esse aumento foi estatis-
ticamente significativo. Entretanto, as melhores 
correlações foram obtidas entre a eficiência rela-
tiva (ER) e o nitrogênio total da parte aérea aos 
35 DAG (r = 0,823* * ) (Tabela 6), ou nitrogênio 
total das vagensaos 50 DAG (r= 0,872** ) (Fig. 4). 
O aumento do valor da correlação devido à dorre-
çâo proposta por Schubert & Evans (1976) foi es-
tatisticamente significativo. A correlação da redu-
ção do acetileno foi maior com o peso dos nódulos 
(r 0,786* * ) do que com a eficiência dos nódulos 
(r _0,466*) (Tabela 1). 

o 
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ER(I_ 	
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FIG. 4. Correlação entre a ER aos 35 DAG e o N total 
das vagens aos 50 DAG. Os pontos representam 
médias de quatro repetições. 

Miller & Sirois (1982) observaram que, em al-
fafa, a correlação entre o produto algébrico da re-
dução do acetileno pela ER (C 2 H4  x ER) ou seja, 
(C 2 H4 -H2 ), e a produtividade da planta foi supe-
rior à correlação entre a redução do acetileno e a 
produtividade. Como pode ser visto na Tabela 6, 
a utilização do parâmetro de Miller & Sirois 
(1982) também foi mais elevada do que quando se 
utilizou apenas a redução do acetileno. Esses auto-
res, porém, não encontraram correlação entre a 
ER e a produtividade das plantas, ao contrÁrio 

Pesq. agropec. btas, Brasilia, 21(2):127-140, fev. 1986. 

deste experimento, onde se obteve r- 0,850 	(Ta- 
bela 6). 

Não houve correlação significativa entre a libe-
ração do hidrogênio e os parâmetros analisados, e 
a ER esteve relacionada positivamente com a redu-
ção do C 2 H 2  (Tabela 6). Os valores de ER encon-
trados estiveram entre 0,37 (Rio Tibagi com 4002) 
e 0,96 (Negro Argel e Carioca com COS) mostran-
do que, no primeiro sistema simbiótico, a perda 
de elétrons e ATP pela liberação do hidrogênio foi 
muito elevada. Saito et aI. (1980b) encontraram, 
em feijão, valores de ERentre 0,65 e 0,68, Bethlen-
falvay & Phillips (1977) citam ER entre 0,6 e 0,8 e 
Hungria & Ruschel (1982) entre 0,53 e 0,83. 

Quando ocorre a redução do nitrogênio há um 
desvio mínimo e obrigatório de 25% dos elétrons 
destinados à nitrogenase. Desse modo, os valores 
de ER acima de 0,75 devem estar relacionados à 
atividade da hidrogenase, que oxida o hidrogênio 
liberado, recuperando parte da energia perdida. 
As eficiências relativas encontradas em feijão são, 
de um modo geral, bastante inferiores à ER de 
0,99 constatada em caupi (Schubert & Evans 
1976) e soja (Carter et ai. 1978). Essa baixa ER 
pode ser característica de algumas espécies, pois 
em alfafa, ervilha e trevo nodulados, embora tenha 
sido detectada a presença de hidrogenase ativa, es-
ta não é capaz de reciclar todo o hidrogênio pyodu-
zido (Ruiz-Argueso et al. 1978, 1979, Nelson & 
Child 1981). Pacoksky et aI. (1984) observaram 
que em diversas combinações de Rhizobium pha-
seoli com feijão a ER foi inferior a 0,60, o que 
provavelmente estaria limitando a simbiose e, desse 
modo, os autores sugeriram que o gene hup deve-
ria ser introduzido em plasmídios recombinantes 
através da engenharia genética. 

Em relação ao transporte de nitrogênio na seiva 
do xilema, podem ser vistos, na Fig. 5,os dados re-
lativos à taxa de translocação de nitrogênio (esti-
mada pelo produto entre a concentração de nitro-
gênio total na seiva e a taxa de exsudação da 
seiva). Houve grande similaridade entre a taxa de 
transporte de nitrogênio na seiva do xilema (nmol 
N.pr 1  - min') no florescimento e o nitrogênio to-
tal acumulado na parte aérea nessa mesma época, 
de maneira que a correlação entre esses dois parâ-
metros foi altamente significativa (r 0,882* * 
(Tabela 7). Mas, se a correlação for calculada con- 
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Negro Argel 	Carioca 	Venezuela-350 Costa Rica 	Tibagi 

FIG. S. Taxa de transporte de N total na seiva do xilema de cinco cultivares de feijão inoculedas com seis estirpes de 
Rhiz oh/um aos 35 DAG. Médias de quatro repetiç&s. 

TABELA 7. Correlações entre o N na seiva do xilema (X) e diversos parâmetros fisiológicos (Y) em feijão. Parimetros 
avaliados no florescimento (35 dias após a germinação) e os coeficientes foram calculados a partir de 30 
pares de dados. 

Y N total da Redução do Atividade Eficiência 
parte aérea acetileno específica relativa 

X lmg.pl') (nmoles C 2 1-14 . pl1 min. 1 ) (nmolesC2 H4.gnoi '. mm.") 

Taxa de transporte de N 0.882°  0.659°  0,696° 0.783 
(nmol N. pr'. min.' 1 ) 

Concentração deN 0,713 0,617 0,572*4 0,648' 
(pmol N. ml") 
Percentagem de N-ure(do 0,892 0,812' 0,754*4 0,903 

• Folhas + caule + vagem. 

Significativo ao nível de 1% 

siderando-se apenas a concentração de nitrog&nio 
na seiva (pmol N.ml"), essa correlação cai para 
r 0,713 . Esse decréscimo foi estatisticamente 
diferente. A diminuição da correlação ocorre por- 

que houve diferença estatística, atribuída' tanto às 
cultivares quanto às estirpes, na taxa de exsudação 
da seiva do xilema (Tabela 8). Thomas et ai. 
(1984) também observaram que havia variação 
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TABELA 8. Efeito da cultivar de feijão e da estirpe de Rhizobium no transporte de N na seiva do xilema aos 35 dias 
após a germinação. 

Tratamento 
N total da seiva 

Concentraç3o 	Taxa de traçsPorto 
(pmol N.ml 	) 	 (nmol N.pl 	.m,n. 

1 

 

Taxa de 
exsudação 

min. 1 ) 

Percentagem de 
N sob a forma 

de ure(do 

Estirpe 
CO5 .  41,83a" 47,31a 1,13a 90,55a 
FP2 39,49a 35,13b 0,89b 85,26a 
8EM1A487 32,06b 32,741, 1,02a 87,1la 
127 IC-17 29,38b 23,20c 0,79c 78,30b 
CIAT 727 29,57b 12,84d 0,43d 56,16c 
dAT 255 16,82c 5,20e 0,31e 51,10c 

Cultivar 
Negro Argel" 34,65a 41,31a 1,19a 80,16a 
Carioca 39,25a 40,51a 1,03a 79,51a 
Venezuela-350 21,43b 25,17b 0,92a 73,791, 
Costa Rica 24,96b 15,25c 0,61a 71,421, 
Rio Tibagi 26,33b 15,51e 0,59a 68,85c 

• Médias de 20 repetições. 

° Médias de 24 repetições. 
Valores seguidos da mesmaletra não diferem pelo teste de Tukey ao n(vel de 1%. 

entre cultivares de feijão na taxa de exsudação, e 
o efeito da estirpe foi citado por Minamisawa et al. 
(1983) em soja. 

Também foi encontrada uma correlação altamen-
te significativa (r- 0,949 ) entre a taxa de trans-
porte de nitrogénio no florescimento e o ni-
trogênio total das vagens aos 50 DAG, haven-
dq novamente uma queda para r - 0,783 , 
significativa estatisticamente, quando se conside-
rou apenas a concentração de nitrogênio na seiva 
(Fig. 6). Assim, os resultados obtidos confirma-
ram os dados de Hungria & Neves (1984) e Tho-
mas et al. (1984), segundo os quais as melhores 
combinações simbióticas apresentam maior taxa 
de translocação de nitrogênio na seiva do xilema. 

A maior Farte  do nitrogénio da seiva foi trans-
portada sob a forma de ureídos (Fig. 7), represen-
tando de 40% a 93% do nitrogênio total, e essa 
predominância foi observada também por Pate 
(1973), Cookson et aL (1980) e Hungria & Neves 
(1984). De acordo com Reinbothe & Mothes 
(1962), os ureídos desempenhariam, um papel 
de diminuição da toxidez da am6nia sob condi-
çôes de estresse de carbono, Thomas & Schrader 
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(1981) sugeriram que os ureMos representariam 
um mecanismo de conservação do carbono, devi-
do a menor relação C/N desses compostos e, junta-
mente com o menor gasto energético necessfrio 
para a síntese dos ure(dos (Aticins et aL 1978), 
o seu transporte poderia estar relacionado com a 
maior eficiência dos sistemas simbióticos. 

Foi encontrada uma correlação positiva entre a 
percentagem de nitrogênio na seiva do xilema sob 
a forma de ureídos no florescimento e o nitrogênio 
total da parte aérea nessa mesma época (r- 0,892') 
(Tabela 7) ou o nitrogênio total das vagens aos 50 
dias (r- 0,907) (Fig. 8). Com isso, confirmaram-
-se resultados obtidos anteriormente por Hungria & 

Neves (1984), indicando que esse índice pode ser 
usado para avaliar a eficiência da fixação do nitro-
gênio. 

Houve efeitos da cultivar de feijão eda estirpe 
de Rhizobium na taxa de exsudação, na taxa de 
transporte e concentração de nitrogênio total na 
seiva do xilema e no teor de urefdos (Tabela 8). 
Thomas et ai. (1984) também observaram que as 
cultivares de feijão apresentam variabilidade na ta-
xa de translocação de nitrogênio total na seiva do 
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lo) Y. -0.432,I.244o r.O.949" e) 	 e 0) 

20.811 • eM o '0.783" 14) 

L4. r'. 
a) tona de transporte de N (n mal N . pJ• mm -Í  

35 	45 	55 

(b) concentrooôo de N 1 mimo) N. ml '  

FIO. 6. CorreIaço entre (a) taxa de transporte e (b) con-
centração de N na seiva do gilema aos 35 DAG 
e o N das vagens aos 50 DÃO. Os pontos repre-
sentam médias de quatro repetições. 
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FIG. 7. Efeito da interaçõo entre cultivares de feijSo e 
estirpes de Abizobium na percentagem de N da 
seiva do xilema sob a forma de ure(do aos 35 
DAG. Médias de quatro repetições. 

xilema, e Minamisawa et ai. (1983) observaram um 
efeito da estirpe de soja, mas nenhum desses au-
tores observou modificações na percentagem de 
N-urei'do. 

% N- ure(do 

FIO. 8. Correlaçõo entre a percentagem da seiva do xile-
ma sob a forma de ure(dos aos 35 DÃO e o N to-
tal das vagens aos 50 DAG. Os pontos represen-
tam médias de quatro repetições. 

Israel & McCiure (1980) e Minamisawa et aL 
(1983) observaram que as estirpes mais eficientes 
de soja alteram a composição da seiva do xilema, 
transportando maiores teores de asparagina e gluta-
mina. Esses resultados, adicionados ao aumento no 
teor de ureídos encontrados em feijão neste 
experimento e por Hungria & Neves (1984), e em 
soja por Didonet et ai. (1984), confirmam as su-
gestões de Minamisawa et ai. (1983) de que os bac-
teróides podem influenciar o sistema assimilatório 
no citossol da planta ou em algum passo do ciclo 
metabólico de Krebs 

É possível que o aumento encontrado no teor 
de ure(dos se deva ao fato de que, nas combina-
ções simbióticas caracterizadas por altas taxas de 
fixação de nitrogênio, o carbono seja o fator limi-
tante e, sob condições de limitação de esqueletos 
de carbono, aumentaria a produção de ure(dos 
para diminuir a toxidez da amônia (Reinbothe & 
Mothes 1962). Já nas combinações simbióticas 
com baixa eficiência de fixação de nitrogênio, o 
fator limitante foi o nitrogênio e não o carbono e, 
desse modo, não houve aumento no teor de ureí- 
dos. 

As altas correlações encontradas entre o nitro- 
gênio acumulado nos tecidos e a taxa de- transioca-
ção de nitrogênio na seiva do xilema ou a percen-
tagem de N-urefdo indicam que as análises da seiva 
do xilema podem ser úteis nos programas de sele-
ção ou avaliação dos sistemas simbióticos. A seiva 
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é um material de fácil manipulação, dispensando 
as etapas de secagem e moagem. Além disso, po-
de.se facilmente obter informações sobre outros 
nutrientes, como fósforo e potássio. 

Apesar de ser uma medida instantinea, a taxa 
de transporte de nitrogênio apresentou uma alta 
correlação com o nitrogênio total da parte aérea 
ou das vagens, ao contrário da redução do aceti-
leno, embora essas avaliações tenham sido feitas 
sob as mesmas condições ambientais e simulta-
neamente. Como se vê na Tabela 8, a correlação 
entre esses dois métodos, embora significativa, foi 
bastante baixa. No caso do feijão, Hungria & Neves 
(1984) observaram que as melhores correlações 
foram obtidas na época entre o florescimento e o 
período médio de enchimento dos grãos. Thomas 
et ai. (1984) constataram, ainda, que essa corre-
lação pode ser encontrada sob condições de cam-
po e que independe da fonte de nitrogénio dispo-
nível ao sistema radicular. Mas, como salientam es-
ses autores, é necessário que sejam desenvolvidos 
mais trabalhos para caracterizar os fatores que afe-
tam as taxas de exsudação, tais como a concentra-
ção de sais e o potencial de água no solo. 

Houve uma correlação positiva e significativa 
entre a ER e a percentagem de ure (dos na seiva do 
xilema, como pode ser visto na Fig. 9, confirmando 
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C2114 / 

EIG9. Correlaflo entre a ER e a percentagem do N da 
seiva do xilema sob a forma de ure(dos aos 35 

DAG. Os pontos representam médias de quatro 
repetições. 
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resultados encontrados previamente por Hungria & 
Neves (1984) em feijão e por Didonet et al. (1984) 
em soja. Esta correlação sugere uma possível rela-
ção entre o metabolismo do hidrogênio (atividade 
da enzima hidrogenase ou eficiência de alocação 
dos elétrons destinados à nitrogenase) e o metabo-
lismo dos ureídos. A explicação pode também es-
tar relacionada ao fato de que as estirpes com 
maior ER apresentam maior fixação de nitrogênio 
e, para assimilar a maior quantidade de aménia 
produzida, há necessidade de utilizar compostos 
nitrogenados com menor relação C/N, como os 
ureídos. 

Deve-se salientar, ainda, que essa alta correlação 
entre percentagem ureídos e ER (r 0,903* * 
é específica para esses compostos nitrogenados 
e não conseqUência do transporte total do nitro-
gênio, pois a correlação entre a taxa de transporte 
do nitrogênio e a ER foi de 0,783'' (Tabela 7) 
e esse valor foi estatisticamente menon 

CONCLUSÕES 

1. Foram observados efeitos da cultivar de fei-
jão e da estirpe de Rhizobium nos seguintes parâ-
metros: peso seco e N total acumulado nas folhas, 
caule e vagens; peso seco dos nódulos; eficiência 
dos nódulos (mg N.g nódul&'); atividade da ni-
trogenase; liberação do H 2  pelos nódulos; eficiên-
cia relativa dos elétrons destinados à nitrogenase 
(ER); concentração de N total na seiva do xilema; 
taxa de translocação de N total na seiva do xilema 
e percentagem de N do N total da seiva sob a for-
ma de ureídos. 

2. O N total acumulado nas vagens aos 50 dias 
apÓs a germinação apresentou boas correlações com 
os seguintes parâmetros avaliados no florescimento 
(35 dias): redução do acetileno total (0,756''); 
atividade específica (0,741''); ER (0,872''); con-
centração de N total na seiva do xilema (0,783"); 
taxa de translocação do N total na seiva (0 ,949**), 

e percentagem do N da seiva sob a forma de ure(dos 
(0,907"). 

3. As análises da seiva do xilema (taxa de trans-
locação de N e percentagem de N-ureído) parecem 
ser promissoras na avaliação e seleção de sistemas 
simbióticos mais eficientes. 
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4. Houve uma correlação positiva entre a ER e 

a percentagem de N-urefdo (r 0,903), o que 

pode ser atribuído a uma possível relação entre o 
metabolismo do H2  e o metabolismo dos ure(dos. 
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