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Sumário 

Em seis experimentas em casa de vegetaçáõ e dois no campo com soja (Ciycine max), feijão (Phaseolus 
vulgarí-s) e Centrosema pubescens foram encontradas regressóes significativas do logarítimo do N total das 
plantas sóbre o pêso dos nódulos. Partindo destas regressões foi possível avaliar o nitrogênio proveniente 
do solo e das sementes (ordenada a da equação de regressão onde a mesma corta o eixo Y) e a quanti-
dade de nitrogênio fixado por umidade de tecido nodular (coeficiente de regressão b). O logarítimo do N 
fixado para cada pêso de nódulos é, então: NF = bX. 

O coeficiente- de regressão foi bastante constante para cada espécie de planta e não foi influenciado 
por numerosos fatôres como: calagens, adubaçóes com elementos maiores exceto o N e menores, níveis de 
pil, temperaturas do solo, variedades de plantas e a maioria de estirpes de Rhiwbium. Apenas uma estirpe 
ineficiente e a adubação com nitrogênio mineral alteraram o coeficiente de regressáo. Conclui-se que a 
maioria dos fatôres que agem sôbre a fixação do N nas leguminosas, afetam o número e o tamanho dos 
nódulos, mas não a quantidade de N fixado por unidade de tecido nodular. 

INTRODUÇÃO 

As interrelaçôes entre nodulação e fixação sim- 
biótica de nitrogênio atmosférico, nas leguminosas, 
continuam muito discutidas. É conceito, geralmente 
aceito, que não há correlação entre o número de nó-
dulos e a fixação de nitrogênio, mas a existência de 
nódulos grandes, situados nas raízes primárias é uma 
boa indicação de uma simbiose eficiente. Burton 
et ai. (1952) observaram, no entanto, que esta 
posição dos nódulos é devida à inoculação das se- 
mentes e que plantas de feijâo, com nodulaçáo na- 
tural, espalhada por todo o sistema radicular, podem 
ser tão eficientes, na simbiose com Rhizobium, como 
plantas inoculadas. Lange e Parker (1960) estu- 
daram os efeitos que influenciam a posição dos nó- 
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dulos e acharam diferenças significativas entre va-
riedades de plantas, mas não entre estirpes de 
Rhizobium. A côr e o tamanho dos nódulos forans 
considerados bons índices de uma simbiose eficiente 
(Burton et a?. 1952). Virtanen a ai. (1947) e 
Graham e Parker (1901) observaram uma correlação 
entre o teor de hemoglobina dos nódulos e a fixaçáo 
do nitrogênio. 

Pouca atenção, entretanto, tem sido prestada ao 
único índice, lôgicamente responsável pela quanti-
dade de nitrogênio fixado, isto é, o volume de tecido 
nodular. Já em 1940, Chen e Thornton sugeriram, 
baseados em estudos histológicos do tecido nodular 
de estirpes de Rhlzobium eficientes e ineficientes, 
que as diferenças entre estirpes em relação à sua ef i-
ciência devem ser atribuidas às diferenças quantita-
tivas do tecido nodular em funçáo. Bowen (1959) 
encontrou uma regressão significativa do pêso sêco 
de Centrosema pubescens, inoculada com 17 estirpes 
diferentes de Rhizobium, sôbre o pêso total dos nó-
dulos e sugeriu que as diferenças na eficiência de es-
tirpes sejam principalmente, atribuidas às quanti-
dades diferentes de nódulos produzidos por cada es-
tirpe. 

No presente trabalho, pretende-se demonstrar 
que o nitrogênio fixado, na maioria dos casos, está 
na dependência do tecido nodular formado. Encon-
trou-se, em uma série de experimentos em casa de 
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vegetação e no campo, uma regressão significativa 
entre o logarítimo do nitrogênio total da planta e o 
pêso dos nódulos. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Foram realizados seis experimentos em casa de 

vegetação e dois no campo, com as mais diversas f i-
nalidades. No presente trabalho, aproveitaram-se ape-
nas os dados referentes ao pêso dos nódulos e ao pêso 
sêco e teor de nitrogênio das plantas. 

Em todos êstes experimentos, o pêso dos nódulos 
foi determinado da seguinte maneira: no início da 
floração, as plantas foram retiradas do solo com tor-
rão, de modo que o sistema radicular ficasse inteiro; 
em seguida foram lavadas com cuidado de modo a 
não haver perda de nódulos. Retiraram-se, então, to-
dos os nódulos que foram sêcos a 65°C e pesados, de-
pois de rigorosamente removidas as partículas de raiz 
e terra. 

As plantas, sem os nódulos, foram sêcas a 65°C, 
pesadas e moídas - Determinou-se o seu teôr de ni-
trogênio pelo método de Kjeldahl, usando ilgO ou 
CuSO4  como catalisador. 

Foram os seguintes, os experimentos acima men-
cionados: 

Experimento 1: efeito do revestimento calcáreo 
da semente de soja ("Lime pelleting") na fixação 
simbiótica do nitrogênio, em solo da série Ecologia. 
Foi feito, em casa de vegetação, um experimento fa-
torial 2 x 2 x 3 com 3 repetiçóes, usando-se os se-
guintes tratamentos: 2 variedades de soja, 2 estirpes 
de Rhizobienn e 3 tratamentos calcáreos (revesti-
mento calcáreo da semente, calcáreo misturado ao 
solo e testemunha) - Foi usado solo da série Ecologia 
("gray hidromórfico" muito arenoso, com pil 5 e 
apresentando toxidez de manganês) misturado com 
1% de palha de arroz - Todos os vasos foram adubados 
unifonnemente com P, K, Mg e elementos menores. 

pEso DE NÓDULOS (ei/POTE) 

FIO. 1. Linha de regressão referente ao experimento n.' 1. 
a = log N absorvido das sementes e do solo; NF = iog tI 
fixado; coeficiente de regressão b alta,nente significativo. 

Experimento 2: comparação de estirpes de 
Rhizobisim japonicun, com e sem balagem. Trata-se 
de usa experimento realizado, em casa de vegetaçio, 
em blocos ao acaso, usando-se os 18 tratamentos se-
guintes: 7 estirpes de Rhlzobium japonlcum e 2 tes-
temunhas (com e sem nitrogênio) com e sem cala-
gem; Os resultados dos tratamentos com nitrogSio 
náo foram incluídos neste trabalho. O solo e a adu-
bação foram iguais aos do experimento 1. 

Experimento 3: competição de variedades de 
soja - Neste experimento, realizado no campo, foram 
competidas 13 variedades, usando-se um delinea-
mento em blocos incompletos balanceados em que 

= 13, r = 8, b = 26, k = 3 e). = 1. O solo em 
que, foi instalado êste ensaio é da série Jtaguaí, tendo 
sido feita uma calagem para corrigir o pil  para 5,5 
e uma adubação geral P, K - As sementes foram tô-
das inoculadas. 

Experimento 4: Ensaio Nacional de Soja, Pro-
jeto de Pesquisa 1111 n.° 58. Foi instalado, em Ei-
nkeiral, um experimento de competição de 25 varie-
dades usando-se um delineamento em reticulado tri- 

PISO DE NdDuI.05 (si/POTE) 

FIO. 2. Llnsa de regressão referente ao experimento n.' 2. a = Iog N absorvido das sementes e do solo; NE = log N 
fixado; coeficiente de regressão b altamente significativo. 

pEso DE N600LOS (59/POTE) 

no. 3. tinja,, de regressão referente ao experimento n.' 3. 
so a = log N abrvido das sementes e solo; NF = log N 

fixado; coeficiente de regressão b significativo - 
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no. 4. Linha de regressão referente ao experimento n.O 4. 
a = log 2V absorvido das semente, e solo; NF = log 2V 
fixado; coeficiente de regressão b altamente significativo. 

PESO DE NÓDULOS (pEtItPOTE) 

710. S. Linha de regressão referente ao experimento n.° 5. 
a = log 2V absorvido das sementes e do solo; NF = log N 
fixado; coeficiente de regressão b altamente significativo. 

plice. O solo em que foi montado êste ensaio é ar-
giloso e de aluvião com pil  5,6. Foi feita uma adu-
bação geral com 1', JC, Zn e Mo. As sementes foram 
inoculadas com o inoculante da Leivas Leite. 

Experimento 5: efeito da matéria orgânica e da 
inoculação com bactérias oxidantes de manganês na 
fixação simbiótica do nitrogênio em feijão, em solo 
com toxidez de manganês. Foi instalado, em casa 
de vegetação, um experimento fatorial 3 x 2 x 2, com 
3 repetições. Os tratamentos foram: 0,1% e 3% de 
palha cortada, com e sem inoculação de bactérias 
oxidantes de manganês e, com e sem revestimento 
calcáreo das sementes. Todos os tratamentos foram 
uniformemente inoculados com Rhizoblurn. phaseofl. 
O solo e a adubação foram iguais aos do experi-
mento 1. 

Experimento 6: competição de estirpes de RIU-
zobiuns phaseoU com e sem calagem, em solo com 
toxidez de manganês. Neste experimento, repetimos 
com o feijão (rhaseotus vulgaris) todos os tratamen-
tos descritos no experimento 2 para a soja. 

Experimento 7: efeito da diluição, com areia, 
do solo da série Ecologia sôbre a toxidez do mesmo, 
observada através do desenvolvimento do feijão. Foi 
realizado, em casa de vegetação, um experimento fa-
torial 4 x 5, com 3 repetições. Os tratamentos foram 
as 4 diluições do solo com areia nas proporções: 4/0, 
3/1, 2/2 e 3/1 e ns 5 combinações de adubo mineral: 
O, PK, NPIC, PIC + elementos menores e NPIC + 
elementos menores. Todos os tratamentos foram ino-
culados uniformemente com Rhizobium phascoli. 

Experimento 8: efeito do revestimento calcáreo 
da semente de Gentrosema pubescens e da tempe-
ratura do solo na fixação do nitrogênio, em solo com 
toxidez de manganês. Foi instalado, em casa de ve-
getação, um experimento em blocos partidos, colocan-
do-se as temperaturas nas parcelas e nas sub-parcelas 
os demais tratamentos que são os seguintes: semeate 

O. • 1,51 
Nt, • 0.0013311 

 1.48 

NT, • 0.0000055 

r. 148 - 0.000085: 

PISO DE NÓDULOS (me/POTEI 

FIO. 6. Linha de regressão referente ao experimento n.° 6. 
Linha 1 — 6 estirpe, mais ou menos eficientes; Linha 2 - 
1 estirpe ineficiente; a = log N absorvido das sementes e 
do solo; NF = log N fixado; coeficiente de regressão b da 

linha 1 altamente significativo. 

 1.66 

Nt 1  - O.001386X 

- 227 

Nt 2  • 0.000377X 

PISO DE NdDULOS (El/POTE) 

FIO. 7. Linha de regressão referente ao experimento n.° 7. 
Linha 1 - vasos sem adição de nitrogênio mineral; Linha 2 
— vasos com adubação de nitrogênio mineral (100 pp,n); 
a = log N absorvido das semente, e do solo; NF = log N 

fixado; coeficiente de regressão da tinha 1 altamente 
significativo. 
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FIG. 8. Linha de regressão referente ao experimento n.° S. 
Linha 1 - vasos sem adição de nitrogônio mineral; Linha 2 
- vasos com adição de nitrogônio mineral (50 ppm); 
a = log N absorvido deis semente, e do solo; NF = Iog N 
fixado; coeficiente de regressão das duas linhas altamente 
significativo; teste de significânda entre os dois coeficientes 

significativo. 

sem inoculação, semente inoculada, semente inocula-
da e revestida com carbonato de cálcio, semente ino-
culada e colocada em solo cujo p1l foi corrigido para 
6,5 com carbonato de cálcio, Pstes tratamentos foram 
feitos com e sem a adição de 50 ppm de nitrogênio. 

RESULTADOS 
Na Fig. 1 está representada uma regressão entre 

o nitrogênio total das plantas de soja e o pêso de nó-
dulos, regressão típica, encontrada em uma série de 
experímentos. Nestes experimentos, em todos os tra-
tamentos, o nitrogênio fixado depende diretamente da 
quantidade de tecido nodular à disposição da planta 
• o logaritimo do N total anmenta linearmente com 
• pêso dos nódulos. Partindo-se da equação da re-
gressão linear: Y = a + b X podemos, então, cal-
cular a quantidade de N fixada e a absorvida das se-
mentes e do solo, sabendo-se que Y representa o lo-
garitmo do nitrogênio total da planta e X o pêso de 
nódulos, correspondente a cada ponto da linha de 
regressão. O ponto a representa o ponto no eixo das 
ordenadas onde não há nódulos, isto é, o log do N 
absorvido das sementes e do solo. Em vista disto o 
logdoNfixadoéiguala:NF=Y—a:.Y= 
= NF + a. Substituindo na equação da regressão, 
temos: 

Ya+bX 
NE + a = a + Is X 

NE' = Is X 

Como o ponto a e o coeficiente de regressão b 
representam respectivamente, a quantidade de N ab-
sorvida da semente, do solo e o N fixado para cada 
unidade nodular, é evidente que o emprêgo das fór-
mulas de regressão nos dará, fàcilmente, estes valôres. 
O coeficiente de regressão Is apresenta-se como um  

índice da eficiência da fixação do N por unidade di 
tecido nodular. 

Na Fig. 8 está representada a linha de regres. 
são de um experimento com Centrosema pubescens. 
O coeficiente de regressão (b = 0.00202) mostra 
que nas condiçôes do experimento, os nódulos da 
Centrosema foram ainda mais eficiente na fixaçâa 
do nitrogênio, que os do feijão. Neste experimento, 
o nitrogênio adicionado também modificou o coe-
ficiente de regressão e, também houve necessidade 
de se dividir os dados em dois grupos. A quantidade 
de N adicionada (50 ppm), entretanto, neste caso 
não foi suficiente para o máximo desenvolvimento das 
plantas e registrou-se, também nestes vasos uma fi-
xação de N, isto é, houve uma regressão altamente 
significativa do N total sôbre o pêso de nódulos. O 
coeficiente de regressão, no entanto, foi significou-
vamente mais baixo que o coeficiente de regressão 
dos dados obtidos nos vasos sem nitrogênio mineral. 
Ambas as linhas de regressão terminam no mesmo 
ponto, isto é, no ponto de desenvolvimento máximo 
das plantas, nas condiçóes do experimento. 

DISCUSSÃO 
A observação da existência de uma regressão do 

N total das plantas sôbre o pêso dos nódulos, isto é, 
a dependência da quantidade do N fixado do tecido 
nodular em funcionamento, não deveria surpreender. 
Não obstante, não foi ainda levada em consideração, 
porque até o presente, o conceito geralmente aceito 
é o de que a eficiência da simbiose Rhizohium-legu. 
minosa é equivalente à quantidade de N fixado por 
unidade nodular, independente do número ou pêso 
dos nódulos. No entanto, os resultados apresentados 
no presente trabalho mostram que êste conceito é 
falso. 

Os resultados apresentados por Craham e Parker 
(1061) já deveriam ter levado a esta conclusão se 
os referidos autores, ao invés de calcular a correlação 
entre a concentração da hemoglobina e o N total das 
plantas, tivessem determinado a regressão do N total 
das plantas sôbre a hemoglobina total dos nódulos. 
Assim, teriam chegado a conclusões muito semelhan-
tes às apresentadas no presente trabalho. 

Se a nossa hipótese fôr verdadeira, isto é, se 
NF' = bX e se a concentração da hemoglobina nos 
nódulos determina a quantidade de N fixado por 
unidade de tecido nodular, a regressão de Graharn e 
Farker deveria ser, em todos os casos e em qualquer 
ambiente, uma única reta com um coeficiente de re-
gressào constante para cada espécie de planta ou até 
mesmo para tôdas as espécies. 

Os resultados do presente trabalho mostram, ain-
da, que os fatôres que agem sôbre a eficiência dos 
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nódulos são poucos e que, na maioria dos casos, a 
fixação do N depende diretamente do pés0 dos nó-
dulos. Nos diversos experimentas realizados, obser-
vamos que apenas dois fatôres afetaram a eficiência 
dos nódulos, isto é, influiram sôbre o coeficiente de 
regressão; são êles: adubações com N mineral em do-
ses elevadas e uma estirpe ineficiente. Numerosos 
outros fatôres como calagens, adubações com ele-
mentos maiores (exceto o N) e menores, pil,  tem-
peraturas do solo, variedades de plantas e estirpes de 
Rhizobium influiram sôbre o número e o tamanho dos 
nódulos e sôbre a fixação do nitrogênio, porém por-
maneceu constante a relação entre êstes fatóres, isto 
é, o coeficiente de regressão b. 

Isto confirma a sugestão de Bowen (1959) de 
que as diferenças entre estirpes de Rhizobiurn em re-
lação à sua eficiência sejam devidas a diferentes ap-
tidões de formar nódulos e não a diferenças na ef i-
ciência dêstes nódulos. As observações de Andrew e 
Norris (1961), em relação à necessidade de cálcio 
para os pontos meristemáticos dos nódulos, também 
são confirmadas pelos resultados do presente trabalho. 

A uniformidade dos coeficientes de regressão eb-
Udos nos diversos ensaios realizados indica que não 
deve ser difícil controlar nos experimentos, os fatô-
res que agem sôbre a eficiência dos nódulos. Entre-
tanto, isto não deve ser superestimado, pois são pou-
cos ainda, os experimentas analizados e êstes, na 
maioria, foram feitos em condições controladas, bas-
tante uniforme e com solos deficientes em nitrogênio. 

O estudo do complexo processo da simbiose 
Rhizoblurn-leguminosa está na dependência de me-
lhor avaliar as diferenças entre os fatôres que têm 
efeito sóbre as bactérias, sôbre a iniciação e o cresci-
mento dos nódulos ou na fixação do N nos nódulos 
depois de formados. Lstes estudos têm sido feitos, 
sômente, em condições artificiais com N 15, em raízes 
ou nódulos separados ou, no máximo, em culturas de 
agar, 

Virtanen e Ilaunsen (1952) sugeriram um mé-
todo de diferenciar em condições de campo, o N 
fixado nos nódulos do absorvido pelas raízes, ino-
culando testemunhas com estirpes ineficientes. Mas 
êste método apresentou sérias dificuldades pela con-
taminação com Rhizobium eficiente do solo. 

Esperamos que o método apresentado, no pre- 
sente trabalho, contribua para tais estudos, sob con-
dições mais naturais. 
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EVALUATION OF NITROGEN FIXATION IN LEGUMES BY THE REGRESSION OF TOTAL PLANT 
NITROGEN WITI-I NODULE WEIGI-IT 

Abrtract 

In six greenhouse and two field experiments with beans (Pitaseolus milgaris), soybeans (Glgcine mar) 
and Centrosema pubescens, significant regressions were found of the logarithm of total plant nitrogen witb 
nodule weight. With these regressions it became possible to evaluate the amount of nitrogen absorved from 
seedi and sou (Y intercept a) and the amount ot nitrogen fixed per unit nodule tissue (regression 
coefficient 1'). The logarithm of N fixed for each nodule weight can then be calculated by NF = bX. 

The regression coefficient was quite constant for each species not being affected by a number of 
factors such as liming, fertilizing with major and mi nor elements (except N), pil leveIs, soil temperatures, 
plant varieties and most Rhizobiurn strains. One com pletely inefficient Rhizohium strain and the addition of 
mineral nitrogen were the only factors affecting the regression coefficient. It was concluded that most 
factors affecting nitrogen fixation of legumes act on nodule numbers ar sizes but not on the nmount cl 
nitrogen fixed/unit nodule tissue. 
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