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ABSORCKO DE NITROGENIO NA FORMA IONICA E MOLECULAR DE CULTIVARES DE  FEIJOEIRD
(Phaseofus vulgaris L.)* )
Absorption of Nitrogen in Ionic and Molecular Forms by Bean (Phaseolus vulgaris
L.) Varieties

Clovis Lemos Veiga** e Alaides Fuppin Rucheki**

RESUMO

0 objetivo deste trabalho foi de avaliar a capacidade de utilizacao do ni-
trogénio, quando suprido na forma mineral e molecular sobre a absor¢do e fixacao
simbidtica do nitrogenio. O experimento foi realizado no CENA (Centro de Energia
Nuclear da Agricultura), Piracicaba, S3o Paulo, Brasil, em casa de vegetacdo, u-
tilizando-se uma solugao nutritiva de Hoagland modificada, reduzida a 1/5.

Foram usadas doze cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), dois ni-
veis de nitrogénio e as plantas foram inoculadas com uma mistura de trés estirpes
de Rhizobium phaseoli.

As amostras foram coletadas 40 dias apos a germinacao e avaliados os seguin-
tes parametros: peso de matéria seca da parte aérea, nitrogenio total, péso seco
de nodulos e atividades de redutase de nitrato e da nitrogenase.

As plantas desenvolveram-se melhor na soluc¢do nutritiva completa do que quan-
do inoculadas; as melhores cultivares para a absorcdo do nitrogenio na forma i0-
nica e N fixado foram Carioca precoce e Ica pijao; houve uma tendéncia de Aroana,
Carioca e Venezuela 350 para serem boas fixadoras de nitrogenio.

SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the capacity for nitrogen
utilization when supplied in different mineral and moTecular forms on N-uptake
and symbiotic N-fixation. The experiment was carried out at CENA (Centro de Ener-
gia Nuclear na Agricultura), Piracicaba, S3o Paulo, Brazil, in a greenhouse in a
modified 1/5 Hoagland nutrient solution.

Twelve cultivars of bean (Phaseolus vulganis L.) were used, with two levels
of nitrogen. The plants were inoculated with a mixture or three Riizobium phasecli
strains.

The sampling date was 40 days after germination. The following parameters
were studied: dry weight of aereal part, total nitrogen, nodules dry weight, ni-
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trate reductase and nitrogenase activities.

Plants grew better in complete nutrient solution than when inoculated; the
best cultivars for N-uptake and utilization of Nz-fixation were Carioca  precoce
and Ica pijao;.there were tendency for Aroana, Carioca and Venezuela 350 to be
good N-fixing cultivars and for N-uptake in ionic form.

INTRODUCAO

0 nitrogenio & absorvido da solucao nutritiva, que pode ser a solugdo do so-
lo, provavelmente, pelo fluxo da massa (MALAVOLTA, 13) podendo ser pela forma ni-
trica (NO&) ou amoniacal (NHZ), porem a maioria das plantas prefere a nitrica a
amoniacal (BEEVERS, 1; CROCOMO, 4).

A planta, apos a absorcdo, ndo incorpora o nitrogénio na forma nitrica, es-
te devera ser reduzido 3 forma amoniacal através de uma série de reacbes enzima-
ticas, que pode ter lugar nas raizes ou nas folhas. Em feijoeiro, GUTIERREZ &
CROCOMO (9) observaram que esta transformacdo tem lugar principalmente nas fo-
thas. Esta reducao e catalizada por duas enzimas, a redutase de nitrato, que re-
duz o nitrato a nitrito e a redutase de nitrito que reduz o nitrito a amonia.

0 nitrogénio entdo absorvido e reduzido esta em condigdes de ser incorporado
as proteinas da planta.

Algumas bacterias simbiontes, especialmente do género Rhizobium, sdo capazes
de aproveitar o nitrogenio atmosférico e cedé-lo as plantas. A utilizacio dessas
bactérias como intermedidrias no aproveitamento de nitrogenio do ar, tem sido
feita ja de longa data, em culturas de leguminosas (DART, 5). Entretanto, somente
ha relativamente pouco tempo, RAGGIO et alii (15) observaram incorporacao de 15N2
em nodulos de feijoeiro sendo demonstrado o sistema fixador desta planta.

DOBEREINER & RUSCHEL (6) demonstraram que a associa¢do Rhizobium-feijoeiro
podia fornecer, economicamente, nitrogenio para a subsistencia desta planta, em
nossas condicoes.

Tanto especies diferentes de leguminosas como variedades e cultivares influem
na eficiencia da simbiose Rhizobium-hospedeiro. Segundo BRILL (3) a maneira mais
simples de aumentar a eficiéncia da simbiose & selecionar especies de plantas e
bactérias, a fim de determinar as combinacGes mais adequadas. Sabe-se que um dos
fatores importantes na atividade da nitrogenase e, consequentemente na fixacdo do
nitrogenio, @ o fornecimento de energia na forma de produtos sintetizados pela
planta. O cruzamento de plantas de alta eficiencia fotossintética, talvez fosse
uma das maneiras de aumentar a eficiencia da fixacdo do nitrogénio.

Durante o processo de fixacac do nitrogenio ha evolucao de hidrogénio, reacio
esta catalizada pela nitrogenase, cuja reacao, segundo BIDWELL (2) pode ser assim
resumida: H" + e 'Y 1/2 H2. Nesta reacdo ha uma perda de 40 a
60% de energia (SCHUBERT & EVANS, 18; SCHRAUZER, 17), sendo esta necessaria para
a fixacao do nitrogenio, reduzindo, portanto, a eficiencia da fixacio. Esta efi-
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ciencia pode ser melhorada pela selecdo de simbiontes que utilizem conveniente-
mente a energia fornecida pela fotossintese e que deixem evoluir menor quantidade
de hidrogénio ou que reciclem o H, evoluido. Mesmo entre cultivares de uma mesma
especie existem diferencas bastante grandes, as vezes, o que & devido a diferenca
fisiologicas relacionadas com o metabolismo, determinadas por fatores geneticos
(DOBEREINER & ARRUDA, 7; EVANS, 8). A epoca do ciclo vegetativo e a Tlocalidade
onde a planta & cultivada também pode influir. Esta Ultima esta em funcao da taxa
de luminosidade (MONTOJOS, 14; RUSCHEL & REUZER, 16).

Como ainda ha podcos estudos no sentido de selecionar espécies de feijoeiro
mais adequadas para a absorc¢ao do nitrogénio na forma ionica e molecular, resol-
veu-se fazer o presente trabalho, levando-se em conta os seguintes objetivos:

- verificar a influéncia de cultivares no aproveitamento do nitrogenio na

forma ionica e molecular;

- avaliar a capacidade de utilizacao do N mineral e fixado.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi realizado com solucdo nutritiva, em casa de vegetagao, nas
dependeéncias do CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura) em Piracicaba,
Estado de Sao Paulo, no ano de 1979.

Foram usadas 12 cultivares de feijoeiro (Phasecfus vulganis L.) procedentes
da EMBRAPA, segundo a relacao abaixo:

1. Porillo sintético 7. Carioca

2. Aroana 8. Mexico 309

3. Moruna 9. Negro 325

4. Carioca precoce 10, Ica pijao

5. 51051 11. Composto negro Chimaltengo
6. N-159 12. Venezuela 350

Foi usada a solucdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON (12) modificada, diluida
a 1/5, completa com 42 ppm de nitrogénio e com 10% de concentracdo do nitrogenio
da primeira, ou seja, com 4,2 ppm de N. A solugao basica (completa) esta na Ta-
bela 1.

Foram usados dois tratamentos: plantas nao inoculadas colocadas na  solucao
completa e plantas inoculadas na solucac com 10% de nitrogenio.

Usaram-se trés estirpes de Rhizobium phaseofi: 127 K 17, originaria da Cia.
Nitragin (EUA), C-05 e C-19, provenientes da Seccdo de Microbiologia do  Solo do
CENA.

Instalacdo do Experimento

Foram usadas, aproximadamente, 25 sementes de cada cultivar, esterilizadas
superficialmente com alcool absoluto por trés minutos, e apos colocadas em uma
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solucao de hipoclorito de sodio-comercial a 10% em agua durante 10 minutos e a
sequir lavadas com agua esterilizada até que desaparecesse o cheiro caracteris-
tico do hipoclorito. A metade das sementes assim tratadas foram inoculadas e se-
meadas em bandejas de plastico, préviamente desinfetadas pelo mesmo processo con-
tendo vermiculita esterilizada. A outra metade foi semeada em outra bandeja nas
mesmas condicoes da anterior. Ambas receberam regas, quando necessario, com uma
solucao isenta de nitrogénio.

Apds dez dias da germinacdo foi realizado o transplante para bandejas con-
tendo solugdo nutritiva, conforme os tratamentos acima descritos. As plantulas
foram extraidas cuidadosamente, das bandejas onde germinaram, e fixadas nos fu-
ros da chapa superior das bandejas, por meio de esponjas plasticas, usando-se o
espacamento de 15 cm.

TABELA 1. Composicao quimica da solugdo estoque e a concentracao, usada na so-
lucao original, em m1 por Titro.

Substancia quimica (p.a.) Molaridade mi. da sol. estoque por
litro da solucao

MgSO4.7H20 1M (246g9/1) 0,4
KH2P04 1M (136g9/1) 0,2
Ca(NO,),.4H,0 1M (236g/1) 1,0
KNO ' 1M (101g/1) 1,0
Solucdo de micronutrientes (+) 0,2
Solucao de Fe-EDTA (++) 0,2

(+)  MnCl, - 1,819; HyBOy - 2,869; ZnS0,.7H,0 - 0,229; CuSO,.5H,0 - 0,08g;
H2M004 - 0,09q; CaCl2 - 0,02g; H20 - g.s.p. 1000 ml.

(++) 33,2 g de NaEDTA em 89,2 m1 de NaOH 1 N. Adicionar a seguir: 24,9 ¢ de
FeSO4.7H20 dissolvido em agua. Arejar durante 12 horas no escuro. Completar
a um litro com agua.

Amostragem

A amostragem foi realizada 30 dias apos o transplante e determinados 0s se-
guintes parametros: Peso de matéria seca da parte aérea, atividade da  redutase
de nitrato, atividade da nitrogenase, peso de nddulos e nitrogénio total.

Aplanta foi cortada na altura do solo, sendo separada a raiz da parte ae-
rea. As raizes foram colocadas em vidros de tampa hermética para a avaliacdo da
atividade da nitrogenase. Apos, os nodulos foram separados da raiz, secados e
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pesados. A parte aérea foi usada para a determinacdo da atividade da redutase de
nitrato e posteriormente colocadas em sacos de papel, secadas em estufa a 70°¢
por 24 horas e pesadas.

Analises realizadas

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo metodo da redugao do aceti-
leno, descrito por HARDY et alii (10); a atividade da redutase de nitrato pelo
método descrito por HARPER (11) e o nitrogenio pelo metodo do semi-micro Kjeldhal

e calculado o nitrogénic total em funcdao do peso da parte aerea.
.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 apresenta os valores de peso de matéria seca da parte aerea, ni-
trogénio total e atividade da redutase de nitrato, nos tratamentos onde as plan-
tas foram submetidas a solucao completa (sem inoculacdo) onde se estuda a absor-
¢3o do nitrogenio na forma ionica (NOS). Por estes dados verifica-se que as cul-
tivares Carioca precoce e Ica pijao apresentaram os maiores valores de peso de
mateéria seca da parte aerea, sendo correspondido, com os valores de nitrogénio
total. Isto indica que estas cultivares s3o boas conversoras de nitrogenio em
matéria seca. Venezuela 350 e 51051 foram as que obtiveram menor peso de materia
seca e de nitrogénio total, por n3o terem carater de boas conversoras de nitro-
génio, quando oferecido desta forma. Isto ja fora observado por DOBEREINER & AR-
RUDA (7) e EVANS (8).

No tratamento com inoculacdo, ndo houve diferencas significativas para peso
de materia seca e nitrogénio total. A causa disto deve ter sido o coeficiente de
variacdo que foi muito alto, neste tratamento. A fixacdo de nitrogenio exige ma-
jor quantidade de energia do que processo de absorcao ionica. Este fato Tevou
ao aparecimento de maiores diferencas individuais entre as repeticoes, redundan-
do no aumento do coeficiente de variacao.

Com relacao a atividade da redutase de nitrato, os dados apresentados mos-
tram que esta enzima & induzivel (BIDWEL, 2; BEEVERS, 1; CROCOMO, 4), por isto,
o tratamento de maior dosagem de nitrogenio apresentou maior teor de nitrato re-
duzido. A cultivar Carioca precoce apresentou maior atividade desta enzima in-
dicando sua boa capacidade na incorporacdo do nitrogénio.

As cultivares Aroana e Moruna apresentaram os maiores valores de peso de
nodulos (Tabela 3), indicando sua boa capacidade para fixadoras de nitrogénio
simbioticamente. Estes dados estdo perfeitamente correlacionados com a ativida-
de da nitrogenase dando a idéia que estes nodulos estavam com alta fixacdo de
nitrogénio. Embora nac haja relacdo direta com o peso de materia seca, justi-
fica-se este fenomeno com o fate que sao muitos os eventos independentes destes
parametros que levam 3 formacdo da mat€ria organica.
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CONCLUSDES

Baseados nos dados obtidos neste experimento e nas condicGes em que foi con-

duzido, pode-se tirar as seguintes conclusoes:

1) Houve um efeito diferencial entre as cultivares estudadas, no que se re-

fere ao aproveitamento do nitrogénio na forma ionica (NO%);

2) As cultivares indicadas para absorcao de nitrogenio, na forma idnica s%o

Carioca e Ica pijao;

3) Houve uma tendéncia para as cultivares Aroana, Carioca e Venezuela 35U

serem boas fixadoras de nitrogenio;

4) Por apresentarem alto aproveitamento do nitrogénio nas duas formas em que

lhe foi oferecido, considera-se como melhores cultivares: Carioca précoce e Ica

pijao.
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