
AVALIAÇÃO DA FIXAÇÃO SIMBIÓTICA' DE'NITROGËNIO EM FEIJÃO 1  

ALAfDES PUPPIN Ruscuar..' e• RENATO RIJSCJIEL' 

SrNoPsE.- Em experimento conduzido em casa de vegetação, em Itaguaí, RJ, .com plantas 
cultivadas em solo, foi avaliada a fixação simbiótica de nitrogênio em feijão,' utilizando-se 
o método eIa redução do acetileno, pelos nódulos e as análises de nitrogênio total e peso 
seco das plantas. As modificações da nodulação foram observadas - através 'do, peso seco e 
número de nódulos. As cultivares de feijão utilizadas foram Rico 23 e Preto . 143. Foram 
feitas determinações aos 35, 50 e 65 dias após o plantio. 

Notou-se que a cultivar, pode modificar a massa dos nódulos, tendo a Preto 143 aumen-
tado o número de nódulos, de maneira linear, porém, o peso dos nódulos diminuiu após 
os 50 dias de idade da planta. Foi constatada' a eficiência da inoculação através do au-
mento do peso e do nitrogênio total da planta, evidenciando um acréscimo de proteina 
na planta como resultante, da fixação siinbiótica do nitrogênio. Ficou demonstrado que a 
fixação simbiótica de nitrogénio poderá ser avaliada no feijoeiro através do peso seco em 
plantas com 65 dias de, idade, ou, utilizando-se o teor de nitrogênio total da parte aérea, em 
plantas com 50 dias. 

Medindo-se a redução do acetileno nas diferentes épocas,' pôde-se estimar a fixação sim-
biótica de nitrogênio em feijão. Foi determinado um fator de conversão igual a 2 com rela-
ção a moles de etileno evoluido . para moles de N. fixado ou reduzido através da nitroge-
nase nos nódulos, usando-se as condiçes ambientes normais de temperatura, pressão de 
oxigênio, etc. no aferimento da redução do acetileno pelos nódulos. 

Paiavra.r chaves adicionais para £ndice Redução de acetileno, nodulação em feijoeiro, ino-
culação, Rhizobium phaseoil, nitrogenase.. 

1NTROD5JXO 

Apesar de ter sido a fixação simbiótica de nitrogênio em 
feijão alvo de discussões, sabe-se que esta planta se be-
neficia da simbiose uma vez que Raggio et ai. (1959) 
constataram a fixação de nitrogênio em nódulos de feijão 
usado,'N. l3rakel (1966) notou, porém, que nem sem-
pre o feijoeiro se beneficia com a bactéria, havendo ca-
sos em que a produção é prejudicada e outros em que 
uma interação adequada entre o Rhizobiusn e , o feijo-
eiro traz resultados benéficos à planta. Erakel e Manil 
(1965), inoculando a semente, observaram aumentos sig-
nificativos na produção do feijão os quais, puderam ser 
comparados a plantios que receberam 50 kg de nitro-
gênio por hectare, enquanto que Cuss e Dõbereiner 
(1972),em experimento em casa' devegetação, usando 
vasos com solo em temperatura mais baixa que a am-
biente, notaram que algumas estirpes de Rhlzobium pita-
seoU inoculadas em feijão fixavam nitrogênio equivalente 
a uma adição de 46 ppm ao solo. Neste mesmo trabalho 
foi noticiada a compensação aos efeitos prejudiciais de 
altas temperaturas do solo por um maior número e peso 
de nódulos que algumas estirpes tinham' a capacidade 
de produzir. ,  No entanto, Pessanha et ai. (1972), levan- 
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do em consideração somente o peso dos nódulos, notaram 
correlação negativa .da nodulação com a produção de 
feijão em solos onde o nitrogênio não era o fator limi-
tantepara o desenvolvimento das ,plantas, mostrando 
desta forma, um efeito negativo da inoculação em con-
dições de campo. 

Medir a atividade fixadora da nitrogênio da' bactéria 
em plantas cultivadas no solo foi sempre um problema, 
já que os métodos conhecidos para tl avaliação (peso 
seco ou. nitrogenio total da planta) . nem sempre oferecem 
uma medida exata, sendo, além do mais, impossível dis-
tinguir-se o nitrogênio fixado daquele obtido do solo, 
excetuando-se quando aplicada a técnica do isótopo ' 5N. 
Atualmente, com o' emprego do método da redução do 
acetileno, que permite medir a atividade da nitrogenase 
nos 'nódulos '(Koch &'Evans 1966,Hardyet ai. 1968,' 
Schwinghamer et ai. 1970), 'pode-se melhor avaliar o 
nitrogênio fixado. Ruschel e Reuszer (1973a), usando o 
método da redução do acetileno, encontraram correlações 
positivas entre o etileno evoluido dos nódulos e o teor 
de nitrogênio' (total o percentual) do feijoeiro aos 45 
dias 'de' idade; porém, não observaram nenhuma corre-
Lição entre o acetileno reduzido.pelos nódulos e o peso 
da planta. Em outro trabalho, os mesmos 'autores 
(1073b), estudando o desenvolvimento da - nodulação e 
fixação simbiótica de nitrogénio em variedades precoces 
e tardias de soja, notaram'que em ambas a nodulação e 
fixação simbiótica de, nitrogênio eram funções do desen-
volvimento 'da' planta, 

O, presente trabalho, 'conduzido no Instituto de Pes-
quisas Agropecuárias 'do' Centro-Sul (IPEACS).' em Ita. 
guaí, RJ, teve por objetivo o estudo 'da' nodulação e fi- 
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xação simbiótica de nitrogênio em três diferentcs idades 
do feijoeiro e a comparação dos métodos de avaliação 
cia eficiência da simbiose Rhizobium-planta. 

MATERIAL E MáTotos 

Num experimento em casa cIo vegetação foram estuda-
das a nodulaçâo.e- a fixação imbiótica de feijãousan-
do-se os seguintes tratamentos: Testemunha sem inocula-
ção (T) Inoculação (1) e Adição de nitrogênio ao solo 
(N). Duas cultivares de feijão foram usadas: Rico 23 e 
Preto 143, sendo a primeira conhecidã por apresentar 
nodulação normal e a segunda, nodulação deficiente em 
condições normais. As pIantas foram colhidas em três 
épocas (85, 50 e 65 dias após o plantio). O esquema 
experimental adotado foi• inteiramente casualizado com 
três repetiç6es 

Três plantas foram cultivadas em vasos com capaci-
dade para 1,5 kg com solo da série Itagual, o quali re-
velou os seguintes valores de nutrientes: O pprn de P;-
54 ppm de K; 4,1 mE de Ca + Mg 4/100 cin5  de 
solo; O mE de A1'/100- cm 5  de solo e pH 5,8. Além 
de calagem foi aplicada, em todos -os vasos, uma aduba-
ção básica de 200 ppm de. P (superfosfato simples) e 
50 ppm de K (cloreto de potássio), e 1 mI da solução 
de magnésio e micronutrientes: 

MgS0.711--0, 150,0 g; 
CuS0,5H2O, 18,8 g; 
ZnSOi.71120, 8,9 g 
HaBOs, 0,5 g; 

NaMo,.2HSO, 1,0 g; 
FeSO47II2O, -- 28,8 g; 
MnS0.4112,0, 7,2 g; 
8gj -  destilada, 	1.000 	ml. 

Nos vasos - que receberam nitrogênio, este foi adicio-
nad6 seis vezes, de 10 em 10 dias, a partir do 8.° dia 
após o plantio, à razão de 50 ppm, sob forma de nitrato 
cio amônio. As quantidades de nitrogênio, adicionadas ao  

solo antes das colheitas foram as seguintes: La colheita, 
150 ppm; 2.a  colheita, 250 ppm; 3,5  colheita, 800 ppm. 

imediatamente após a colheita das plantas nas dLfe-
rentes épocas, efetuada em torno das nove horas da ma-
nhã, foi separada e lavada em água comum a parte do 
sistema radicular das plantas que continham nódulos, 
a qual foi colocada em vidros de 58,5 ml para - análise 
de redução do acetileno. A incubaç8o do acetileno foi 
feita durante uma hora e a seguir foi medido o etileno 
evoluído com o auxílio de um cromatógrafo de gás Per-
kin Elmer F'1, coluna de 0,003 m x 2 mm com Poropak 
II a 00°C, usando-se chama de ionização de hidrogênio 
e gás nitrogênio como transportador - de gases. Nódulos 
e raízes foram separados, secados- -e pesados, sendo os 
dados dos primeiros usados para cálculos de etileno for-
mado por grama de nódulos. 

As plantas foram secadas, assim corno os nódulos, em 
estufa a 60°C e a seguir foram detenninados o número 
e o peso de nódulos, assim como o peso das plantas 
(raiz + parte aérea). O nitrogênio total da parte aérea 
das plantas foi analisado, fazendo-se digestão pelo mé-
todo de semimicro-Kjeldhal, e determinado colorimetri-
camente usando-se reagente de Nessler. 

Análises de variância foram feitas eãnsiderando-se a 
variável cultivar como -. aleatória, sendo fixas as variá-
veis tratamentos e épocas de colheita. Para - as observa-
ções referentes à nodulação e evolução de etileno ape-
nas o tratamento inoculação foi considerado para análise 
de variância, 

Rzsca.rAios E DiscussXo 

As médias observadas para as diferentes variáveis es tu-
dadas encontram-se nos Quadros 1 e 2. Os resultados 
serão discutidos em subcapítulos - incluindo-se uns - no 
qual é feita uma tentativa de ava1iaço do nitrogênio 
fixado pela bactéria, comparando-se o volume do etileno 
evoluído pelo método da redução do acetileno com o 
nitrogênio total das plantas nas diferentes épocas. 

QuAei'.o 1, Peso seco e nitrogenio toíal de três ptautas (médias da três rapei 1ç5es) 

Tratamentos 
35 dias 

Cultivares  

Peso seco das plantas (g) 

- 60 dias 	65 dias Médias 
gera ien 

Nitrog8nio total das plantas (mg) 

as dias 	50 dias 	62 dias 	- 1tldias 
gerais 

Testemunha Rico 23 3,90 845 4,93 42,03 30,85- 30,90 

Preto 143 6,00 7,13 6,97 56,30 63,66 69,74 

Médias 4,95 - 6,64 5,45 508 o 50,16 49,25 - 50,32 49,91 o 

InocuIaç4o - Rico 23 4.16 4,44 9,53 41,59 73,24 124,70 

Preto 143 6,31 6,28 9,13 - 56,57 90,65 139,30 

Médias- 6,23 5,30 9,33 8,64 b -49,0S 81,94 132,00 87,67 b - 

Adi5o de nitrogtnio ao solo - Rico 23 0,31 12.58 16,13 57,82 131,03 198,84 

Preto 143 8,17 14,41 13,90 80,77 155,77 127,13 

Médias 7,24 13,50 15,02 11,02 a 72,29 143,41 162,96 126,23 a 

Midias gerais• 5,81 o 8,50 b 9,93 a 67,18 a 91,54 b. 115,10 a 

Médias gerais seguidas de diferentes letras diferem a 5 17p de probabilidade. Para compraAO catre médias, a dma. 6 1,38 para peso eec 
da plantas e 12,83 para nitrogénio total das plautas. 	- 

Fesq. agropeo. bras., 5h. Agron., 101-17. 1975 
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Qe.&DR0 2 Peso e námero de nódulos em três plantas, e pl de 
etileno evoluido por grama da nódulos e por pesa dc nódulos 

de três plantas do tratamento lnocuTaç0o (médias de três 
repetiçdes) 

Vari8veis 
analisada! 

Idade 
da 

planta 
(dias) 

Rico 23 Preto 143 Médias 

Peso do! nódulos (mg) 35 45 198 121 
50 251 301 276 
05 487 226 357 

Ndmero da nódulos 35 42 153 98 
50 217 174 195 
65 296 241 288 

Etilcoo evoluida 56 175,3 248,9 2111 
(/eI/g de nódulos) 50 1.279.8 699.6 089,7 

65 1.273,4 3.212,8 2.243,1 
Etileno evoluido 85 10,4 40,8 25,6 
(jslJnódulos de 8 piso- 

tas) 80 252,8 197,0 224,9 
65 567,5 509,5 538.5 

Peso seco das plantas 

A an&lise estatística indicou diferenças entre tratamentos, 
porém, o desdobramento por época acusou diferenças 
significativas entre tratamentos apenas na segunda e ter-
ceira época, isto é, aos 50 e 65 dias de idade da planta 
(Quadro 3). Somente aos 65 dias as plantas dos três 
tratamentos diferiram entre si em peso (Ffg. 1). As 
plantas dos - tratamentos Inoculação e Adição de nitro- 

Suoao 3. Andlise de variAndo (quadradô mác1io) do peso 
co das plantas e nitrogMio total com desdobramento dos graus 
de Uberdade correspondentes a tratamentos e trotamentôs r - 

épocas 

Fontes de vnriaç8o G.L. Peso seco Nitroaarlio  

Épocas 2 7859++ 35,271++ 
Cultivares 1 

2 
20,53++ 1,975+ 

Trstamcotos 
Tratamentos x épocas 4 

203,81++ 
29,87+ 

26,211+ 
4,428 

TratameitosJ1.a época 2 9,58 1,030 
Trataxnentos/2.l época 2 114,ltO++ 13,711+ 
Tratanientosjl. 	época 2 128,90+ + 2 0,326+ + 
Cultivares x tpocaa 2 4,33 1,122 
Cultivares c tratamentos 
Cult. x épocas.x trat. 

2 
4 

2,78 
4,18+ 

1,242+ 
1,069++ 

Residuo 36 1,35 0.358 

+ e + + indicam diferenças a 0,05 e 0,01 P.  

gânio ao solo foram. respectivamente .1,8 e 2,8 vezes 
mais pesadas do que as plantas testemunhas. 

Confrontando-se as médias do tratamento Inoculação 
com as médias do tratametlto Testemunha nas três épo-
cas, constata-se que o efeito da inoculação no peso seco 
da planta somente se evidenciou na terceira época de 
colheita (Fig. 1), concluíndo-se, que 65 dias foi a me-
Ulor idade para avaliar o efeito da inoculação em feijão 
através do peso seco da planta. 

interessante notar que as plantas do tratamento 
Testemunha não mostraram desenvolvimento no período 
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Fio. 1, Efeito médio dos tratamenos Mição de nitrogênio ao 
solo (N), Inoculaçlo (1) e Testemunha (T) no peso seco 

da planta. 

QUADRO 4. Quadrados médios dat análises de caridade canddvrondo-se apenas o tratamento Inoculaçdo 

Fontes de variaçlo G.L. 
Peso seco 

das plantas 
(g) 

Nitrotnin 
total (nig) 

Peso do 
nódulos (ing) 

Nómero de 
nódulos 

Etileno 
(sl/g nód.) 

Etileno 
(pi/nód. 3 p1.) 

Cultivares 1 6,43 1.104 1.644 98 1.023.551 3.479 

Épocas 2 32,59++ 10.461++ 85.702 43995+ 6.306.322 401.171 4  

Épocas (L) .1 31,30+,+ 20.625++ 160.145++ 87.3814 12.389.112+ 789.291++ 

Époc.s(Q) 1 9,18 296 5.379 609 223.532 13.050 

Épocas z cultivares 2 2,90 7 69846+ 12.854 2.565.272 3.805 

Épocas/Rico 23 2 - -. 146.074++ - 1.212.456 - 
Épocas/Riso 23 (L) 1 - - 293.483++ - . -  
Épocas/Rico 23 (Q) .1 - - 460 - - - 

Épocas/Preto 143 	. 2 - - 8.434 . 7.658.654+ 

Épocas/Preto 143 (L) 1 - 13.194.814+ - 
Épocas/Preto 143 (Q) 1 - - - - 2.122.494 

Residuo 12 1,40 2.285 11:036 6.269 1.896.371 32.198 

Peeq. agropec. liras., Sér. Agron., 1011.17. 1975 
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compreendido entre 35 e 65 dias de idade, enquanto que 
as do tratamento Adição de nitrogênio ao solo tiveram 
crescimento constante, sendo este relativamente maior 
entre 35 o 50 dias (Fig. 1). A análise do desenvolvi-
mento das plantas inoculadas acusou um efeito quadrá-
tico entre épocas (Quadro 4), que pode ser constatado 
pela observação da Fig. 1. 

Nitrogénio total na parte aérea da planta 

A análise de variância para nitrogênio na planta indicou 
a existência de diferenças entre tratamentos, porém, 
quando estes foram analisados dentro de cada época, 
observou-se que apenas nas duas últimas colheitas (50 
e 65 dias de idade) os três tratamentos diferiram entre 
si (Quadro 3 e Fig. 2). As plantas do tratamento Tes-
temunha não apresentaram diferenças para o teor de 
nitrogênio devido à falta de crescimento o qual evi-
dentemente foi limitado por deficiência daquele nutrien-
te no solo. Analisando-se apenas o tratamento Inocula-
ção (Quadro 4), houve uma alta significância para épo-
cas, efeito linear, que pode ser apreciado na Fig. 2. 

Confrontando-se os gráficos para peso seco e nitro-
gênio total (Fig. 1 e 2), percebe-se que as linhas do 
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Im. 3. Peso de nódulos em feioeiros da c&tivares ZlÍco 23 
(A) e Preto 143 (E) inoculados cons Rbizobum phaseoli, 

tratamento Adição de nitrogênio ao solo seguem a mes- 
N tua tendência nas duas variáveis, o mesmo acontecendo 

com o tratamento Testemunha, porém, com menor exa-
tidão, enquanto que para o tratamento Inoculação o con-
fronto das linhas sugere um enriquecimento maior de 
nitrogênio  após os 35 dias de idade cia planta, eviden-
ciando rim efeito da inoculação no aumento do teor de 
proteína da planta. interessante notar que as plantas 
inoculadas apresentaram aos 50 dias peso igual àquelas 
do tratamento Testemunha, porém, nesta idade havia 
mais nitrogênio, nas plantas inoculadas, sugerindo este 
fato um acómulo deste elemento antes que as plantas 
inoculadas mostrassem maior crescimento em relação à 
testemunha. Este fato foi corroborado pela observação 
das folhas das plantas inoculadas que apresentavam co-
loração verde mais intensa quando comparadas com as 
testemunhas, naquela idade da planta. 

Do discutido conclui-se que a medição do nitrogênio 
total serve como uma maneira de aferir a simbiose 
Rhizobium-feijão em plantas com 50 dias de idade, an-
tes pois de ser possível faz-Io através do peso seco. 

Peso dor nódulas 
35 	 50 	 65 

iDADE DA PLANTA (DIAS) 

Fio. 2. Efeito médio dô tratamentos Adiç6o de nitro g4nio ao 
$oto (N), InoculaçEo (1), e Testemunha (T) no rutrogno 

total da p'anta. 

Pesg. ugropec. bras., Sér. Agron., '  10;11-1 7. 1975 

A análise de variáncia mostrou significância na compo-
nente linear de épocas, e dentro da cultivar Rico 23 
(Quadro 4). Pela observação da Fig. 3 é possível cons-
tatar que a cultivar Preto 143 apresentou um decréscimo 
na massa nodular aos 65 dias de idade, no entaito, 
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ambas as cultivares mostraram uma tendência de au-
mento entro 35 e 50 dias. A interação constatada indica 
um efeito da cultivar sobre o desenvolvimento da massa 
nodular du,rante o crescimento da planta. 

Núrnro de nódulos 

A análise desta variável acusou um efeito linear entre 
as três épocas (Quadro 4). Confrontando-se o námero 
de nódulos com o peso dos mesmos (Quadro 2), veri-
fica-se que na cultivar Rico 23 o tamanho dos nódulos 
aumentou k medida que a planta crescia, enquanto que 
na cultivar Preto 143 os nódulos aumentaram de ta-
manho entre 35 e 50 dias, porém, diminuiram depois 
dos 50 dias. A observação das Fig. 3 e 4 sugere que a 
cultivar Preto 143 inicialmente 13ossuía nódulos mais 
pesados que a Rico 23, porém, após os 50 dias de 
idade, apesar de a infecção das raízes pelo Rhizobium 
continuar a produzir nódulos, estes não mais se desen-
volviani tanto quanto na cultivar Rico 23, onde a no-
dulação evoluiu de Lorena constante entfe os 35 e 65 
dias de idade da planta. 
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FIo. 4 • Numero de ndduos em /etjoeiro, das cul tívares Rico 23 
(A)• e Preto 143 (8) inoculados core Rbizobium phaseõli. 

Etileno . eeouído por grama de nódulos 

A análise de varlância acusou um efeito linear entre 
épocas para esta variável (Quadro 4), o que pode ser 
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Fuç. 5. etileno evouk!o por grama de nódu'os de feioetrós 
dar cultft,ares Jtieo 23 (A) e Preto 143 (8) inocutados com 

Rhizobium pha.eoU. 

constatado pelo exame da Fig. 5. As épocas de colheita 
diferiram de forma significativa e linear dentro da cul-
tivar Preto 143, cultivar, esta que teve o peso e o ta-
manho dos nódulos em evolução errática. Pelo Quadro 
2 é possível constatar que os nódulos em ambas as cul-
tivares mostraram um aumento na atividade da nitro-
genase, medida pelo etileno evoluído, entre 35 e 50 
dias, porém, entre 50 e 65 dias houve um estaciona-
mento da atividade nos nódulos da cultivar Rico 23 e 
um aumento muito maior nos nódulos da Preto 143, jus-
tamente aquela que apresentou nódulos menores aos 65 
dias, sugerindo no presente caso, que por apresentarem 
maior atividade da nitrogenase, os nódulos pequenos 
em plantas com mais de 50 dias fixaram mais nitro-
gênio. 

Etileno evolufdo por massa de nódulos de trés ptantas 

A análise desta variável acusou alta significância eia com-
ponente linear entre épocas (Quadro 4). A Fig. 8 mos-
tra "que; em ambas as cultivares, os volumes totais de 
etileno evoluiram de forma ascendente com a idade da 
planta. Conclui-se que a menor atividade relativa de 
nitrogenase dos nódulos da cultivar Rico 23 aos 85 
dias foi compensada pela grande massa nodular, ' resul-
tando para ambas as cultivares um volume similar de 
etileno evoluido. 

Pcsq, agropee. brau., Sér. Agron., 10:11-17. 1975 
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A.P,RUSCHEL e R.UUSCHEL 

médias do tratamento Inoculação e/ou do tratamento 
Adiçãó de nitrogênio ao solo foram obtidas, respectiva-
mente, as linhas 1 e N da Fig. 7, que correspondem ao 
nitrogenio acumulado na planta proveniente, respectiva-. 
mente, da simbiose e do fertilizante nitrogenado. No-
ta-se que a linha obtida, usando-se o método da redução 
do acetileno, apresentou pontos mais baixos do que os 
reais obtidos pelo nitrogênio total da planta do trata-
mento Inoculação, fator este que poderia ser atribuído. 
à perda de parte da atividade da nitrogenase devido 
ao manuseio das amostras, uma vez que o experimento 
foi conduzido em casa de vegetação e com plantas cul-
tivadas em solo. Calculando-se as áreas sob as . linhas 1 
e A (nitrogênio total das plantas do tratamento Inocula-
ção . e nitrogênio medido pela redução do. acetilenô) ob-
servou-se que a relação entre as, duas áreas está na 
proporção de 2 para 1, determinando .  desta forma um 
fator de conversão de. 2 moles de etileno evoluído para 
cada mal de N2 fixado. Esta relação concorda:com re-
sultados recentes de Hardy et ai. (1971), os qiais, ob-, 
servando todo o desenvolvimento da soja, obtiveram um 
fator igual a 2,3 Olghroghorie e Pate' (1971) .obsexva-
ram variaçôes de 1,7 a 3,5 para Pisum.- arvense e Rough-
ley e Dart (1967) variações de 1,5 a 3,7 para Trffo-
liurn âubterraneuin. 

Os resultados obtidos na presente avaliação da fixa-
ção simbiótica de nitrogênio vieram mostrar que o au- 
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35 	 50 	 65' 
IDADE DA PLANTA (DIAS) 

Fia. 7. Nitrogr,io fixado em feijoeiro e avaliado pelo ,mltodo 
da redução do acetileno (A) e pelo nhtrogànio total da planta 
(1) (dijerença entre tratamentoe Inoculação e Testemunha). A 
linha N representa o nitrogmnio total da. planta do . tratamento 

Adição dc riitrogãnio ao colo (diferença em teia çiia à 
Testemurha). 

35 	 50 	 65 
IDADE DA PLANTA DIAS) 

Fia, 6. Etileno eaolu (do por peso total de nódulot de feijoeiros 
das cultivares Rico 23 (A) e Preto 143 ($) inoculados com 

Rhizbium phaseli. 

Avaflaç&, da fixaçao de nitrogênio 

Numa tentativa de obter-se uma avaliação do teor de 
nitrogênio fixado na planta entre os 35 e 65 dias de 
idade, através do método da redução do acetileno, foi 
calculada a área existente sob o gráfico das médias de 
evolução de etileno por, massa nodular de três plantas 
(Fig. 6),. tendo-se antes transformado dias em. horas 
uma vez que o etileno evoluído foi obtido incubando-se 
os nódulos durante uma hora em presença de acetileno. 
L,evando-se em consideração as equaçôes de redução de 
niogênio (N3 ) e do acetileno: 

'N3 + 611+'+ 6e' 	-- 2NHs. 

3C2L + 611*  + 6v  —4.  3C2H4 

pode-se concluir que, teoricamente, para cada 3 moles 
de. acetileno reduzido ou etileno evoluído, 1 mal de N2 
é fixado pela nitrogenase. A seguir transformou-se o eti-
leno calculado pelo gráfico em moles de N2, usando-se 
a proporção mencionada (3:1), e obteve-se 274 x 10 
moles de N2, ou seja, 76,69 mg 'de nitrogênio por vaso 
ou ainda por três plantas. Este total, quando distribuído 
por épocas, está representado na Fig. 7 pelo gráfico 
do nitrogênio obtido peio método da redução do aceti-
leno, linha A. 

Com os valores médios do nitrogênio total por, épocas 
(Quadro 1), subtraindo-se o tratamento Testemunha das 
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mento do nitrogênio na planta em relação à testemunha 
foi equivalente a 881 x 10 moles de N2 tsor três plan-
tas nos tratamentos que receberam nitrogênio mineral, 
enquanto que a inoculação proporcionou um aumento 
de 274 x 10 moles de Ni. 

CONCLtJSÔES 

Os resultados do presente trabalho permitem os seguin. 
tes destaques 

1) medindo-se a redução do acetileno em diferentes 
idades da planta pode-se perfeitamente avaliar a fixa-
ção simbiótica de nitrogênio em feijão; esta pode ser 
também avaliada através do peso seco da planta com 
65 dias ou pelo nitrogênio total da parte aérea da mesma 
com 50 dias de idade; 

2) foi observada concordncia entre os métodos de 
redução do acetileno e do nitrogênio total da parte aérea 
da planta na avaliação do nitrogênio fixado simbiotica-
mente em feijoeiro; 

3) foi encontrado um fator de conversão igual a 2 
com relação a moles de etileno evoluído para moles de 
N. fixado, usando condições ambientes normais de tem-
peratura e pressão de oxigênio no aferimento da redu-
ção do acetileno pelos nódulos de plantas de feijão culti-
vadas em solo, em casa de vegetação; 

4) foi constatada a eficiência da inoculação do fei-
jão com Rhízobium phaseoli através do aumento do peso 
da planta e do nitrogênio total da planta, evidenciando 
um acréscimo de proteína na planta como resultante da 
fixação símbiótica de nitrogênio; 

5) foi notado um efeito da cultivar sobre o desen-
volvimento da massa nodular durante o crescimento da 
planta. 
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liates of nitrogen fixation by 2 bean varieties, Rico 23 and Preto 143, grown in soils 
in the greenhouse, were determined 35, 50 and 65 days after planting usin g  the acetylene 
reduction method as a rneasure of nitrogenase activity and by measuring total nitrogen 
andplant dry weight. Changes in nodulation were followed by measuring nodule numbers 
and dry weights of nodules. 

Nodule mass was effected by variety, Preto 143 increasing nodule number linearly. 
However, nodule weight decreased in plants older than 50 days. Inoculation with Rhizobium 
phaseoli increascd weight and total nitrogen of bean plants, denoting a protein increase in 
the plant as a result of fixation. 

It was demonstrated tliat symbiotic nitrogen fixation caused an increase in dry weight 
of 85 day - old plants and an increase iii the total nitrogen levei of aboveground plant 
parts in 50 - day - oid plants. Acetylene reduction measurements were good estimations 
of nitrogen fixation in beans. A conversion factor• of twa (2) was determined relating 
ethylene moles to clinitrogen moles fixed, under the conditions of this experirnent. 
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