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I - INTRODUCAQ

Entre as plantas agriculturalmente importantes, que
presentemente alimentam o mundo, destaca~se a soja como a mais
importante oleaginosa em produgéo sob cultivo extensivo. A sO
ja produz mais proteina por hectare gue gualguer outra planta
cultivada. As qualidades como fonte de calorias fazem desta
jeguminosa o alimento basico potencial na luta contra o espec
tro da fome, gque ja se vislumbra em certas areas densamente po
pulosas € menos desenvolvidas. Portanto, odesenvolvimento de
novas areas de produgéo e a difusio do consumo de soja podem
ser fundamentais para o suprimento alimentar diadrio de grande

parte da populagao nas diferentes latitudes (BONETTI, 1981).

Apesar da introducido da soja no Brasil datar do sé-
culo passado, somente é partir de 1970 &€ gque essa cultura ga-
nhou grande impulso, com uma producac atualmente de dez mi-
1hdes de toneladas de graos. Hoje a utilizagao da soja no Bra
sil concentra-se no 0leo, margarina, torta e farelo. A pes-
quisa estd procurando encontrar melhores opcdes para permitir
um maior consumo, especialmente na alimentacac humana. Assim,
estido sendo desenvolvidos trabalhos no sentido de se encon-
trar-as melhores cultivares para a fabricacao de farinhas, ex-
tratos proteicos e consumo "in natura". Espera-se desse modo,
melhorar a dieta alimentar de boa parte da populacao e aumen-—
tar a utilizacac da soja, criande no rais um mercade capaz de
absorver boa parcela da crescente producdo brasileira (KASTER
& BONATO, 1981). A espécie GLycine max, - utilizada nesse tra
balho, destaca-se pela sua importancia em proporcionar alimen
to ao homem, com elevado valor nutricional em forma de protel

na e Oleo.



Durante a fase inicial de crescimento, as plantasne
cessitam de um abundante suprimento de compostos nitrogenados
essenciais aos processos gue resultam na sintese de proteinas,
acidos nucleicos, pigmentos, nucledtides de piridina, etc. Es
sas substancias séo produzidas a partir da incorporag¢ac do ni
trogénio inorganico nos esqueletos de carbono resultantes do

metabolismo dos carboidratos {MAGALHAES, 1981).

Na soja, a fonte de nitrogénio org&nico para o de-
senvolvimento da plantula estd contida, principalmente, nasre
servas cotiledonares. A partir do momento em que o organismo
se torna autotrdéfico pelo desenvolvimento do sistema fotossin
tético, a sintese dos compostos nitrogenados passa a depender
da absorcio e assimilacdo do nitrogénio mineral contido no so
lo. Somente mais tarée, devido o estabelecimento da simbiose
com as bactérias fixadoras do nitrogénio do ar, as plantas pas
sam a depender progressivamente menos do nitrogénio dissolvi-

do, gue até entao era absorvido pelas raizes (MAGALHAES, 1981).

Dentre as plantas cultivadas, o0 sistema simbidtico
Rhizobium Leguminosae & o que mais beneficios diretos tem tra
2ido ao homem, pois além de dispensar a aplicagao de fertili-
zantes nitrogenados, constitui o meio mais econdmico e promis
sOor para a obtenciao de alimentos ricos em proteinas. A impor
tincia do nitrogénic como precursor de proteinas e a alta de-
manda de alimentos associados & escassez mundial daguele nu~
triente, enfatizam a importancia de melhor aproveitamento da
fixacao simbidotica. Como se sabe,latualmente o mundo vem en-—
frentando séria crise de energia resultante do aumento exces-
sivo do preco do petrdleo, matéria-prima principal para a ob-

tencido de hidrogénio a serx utilizado na formacdo da amonia pe



la fixacdao gquimica do N,. Por isso, a fixagao biologica dodi
nitrogénio constitui uma das principais linhas de pesquisa com
o objetivo de aumentar a ret&ncéo de nitrogénio no solo em for
mas organicas complexas, com a 1iberag$o lenta e continua de
nitratos pela nitrificacao (FREIRE & VIDOR, 1981). Nocasoda
soja, existem evidencias de que a fixagao‘pode suprir 70% ou
mais da sua necessidade total de nitrogénio para producac em

niveis satisfatorios (LOPES & GIARDINI, 1981).

Varios fatores podem limitar a fixacao de ' nitrogé-—
nioc em varios niveis de organizagao da planta, tais comoos fa

tores ambientais: a&agua, luz, 0, no solc, temperatura, pH do

2
solo e elementos minerais (fosfato, calcio, etc.) {LAWRENCE,
1980) . Muitas leguminosas sao sensiveis ao efeito da tempera
tura na noéulagéo e fixagéa de nitrogénio; particularmente no
- caso da soja {GLycine max (L) Merril), a temperatura tem efei
tos na raiz, crescimento da planta e nodulagéo, limitando as~
sim a fixacao de nitrogenio (ROUGHLEY, 1970; GIBSON, 1971;
MINCHIN ef af., 1976; BAIANDREAU & DURCEF, 1980). 'TRANG &
GIDDENS (1980) verificaram gque a fixagéo.simbiética de Nz em
leguminosas-depende essencialmente da planta hospedeira e da
linhagem de Rh;zobium associado, onde ambos estao sujeitos a
variacOes genéticas e influencias ambientais. A qguantidade de
nitrog@nic fixada simbioticamente seria portantco variavel de
acordo com o crescimento e condicoes da planta. Embora ¢ in-
teresse primario do agricultor seja a simbiose da leguminosa
com © Rhizobdlum, o estudo da fixacao de N, a nivel molecular
tem sido feito mais com bactérias fixadoras tipo Azobacfen v4
nelandii, Klebsielfa pneumoniae, etc., uma vez gue as enzimas

para todas as fontes sao muito similares e acredita-se qgue as



enzimas do Rhizobium respondam aos controles do mesme modo

(LAWRENCE, 1980).

A resposta da planta de soja para o nitrogénio é con
fundida pela habilidade da planta em utilizar tanto No; como
© N,. O nitrato € considerado a fonte primaria de nitrogénio
disponivel para o solo. A absorgao do nitrato, e subseguente
reducdoc pela redutase de nitrato, € o caminho primdrio da uti
lizagao do nitrato do solo (HARPER‘& HAGMAN, 1972). A utili-
zacao do N2 através da relacao simbiotica com o Rhizobium fa-
ponicum € o segundc caminho mais utilizado de entrada do ni-
trogénio em plantas de soja. O processo de fixacéormmsas;ﬂag

tas, normalmente, & iniciado 20 a 30 dias apbs o plantio (HAR

DY et af., 1971).

A fixagéo bioldgica do nitrogénio é um processo que
se caracteriza por uma alta demanda de energia, em geral supe
rior a 12 moléculas de ATP por molécula de N2 reduzida (DIXON,
1975; YATES & EADY, 1980), bem como de elétrons resultantes
da oxidacaoc dos fotoassimilados da planta hospedeira (HARDY &
HAVELKA, 1976). A disponibilidade de fotoassimilados nos no-
dulos é um fator imprescindivel para gue ocorra a fixacao de
N, pelos sistemas simbidticos (QUISPEL, 1974; HARDY & HAVELKA,
1976). Conseguentemente, pode haver um consumo pelos nodulos
de até 30% dos fotossintatos produzidos pela planta e, se a

simbiose nao for eficiente, havera reducao do potencial de pro

ducdo das legumincsas (SCHUBERT & RYLE, 1980).

Existem muitas evidéncias na literatura que demons-
tram uma relacac estreita entre a atividade da nitrogenase e
a fotossintese, principalmente em estudos onde foramefetuadas

manipulacdes da taxa de fotossintese ou a translocacao de fo-



tossintatos, ocorrendo mudancgas paralelas na atividade da ni-
trogenase. Tratamentos que ocasionam decréscimo na fotossin-
tese causam diminuicao da taxa de fixag&o de nitrogénio. LAWN
& BRUN (1974) demonstraram tal relagao em soja com o desfolha
mento parcial das plantas. BETHLENFALVAY e al. (1979) veri-
ficaram também esse fenoméno apds pulverizar as folhascxxﬁBeE
tazon, um inibidor da reacao de Hill. Da mesma forma, qguando
a translocacao de fotossintatos para os nddulos € impedida pe
1o anelamento (LAWN & BRUN, 1974), ou diminuida através de um
estresse hidrico (SPRENT, 1972), h& um decréscimo substancial
na fixacio de nitrogénio. LAWN & BRUN (1974) constataram um
deacréscimo superior a 50% na atividade da nitrogenase em soia,
apenas duas horas apos © anelamento. A reducaoc parcial ou to
+21 do nivel de luminosidade reduz o peso dos nodulos, a ati-
s2 lade da nitrogenase, a concentracao de nitrogénio total da
pianta, teor de sacarose e nivel de ATP nos nodulos (ROCHA 2t
af., 1970; CHING et al., 1975; BETHLENFALVAY & PHILLIPS,
1977; ANTONIW & SPRENT, 1978}. A retirada das folhas tenm e-
feito semelhante ao da reducao da luminosidade (MOUSTAFFA i
al., 1969; PANDEY, 1983; ° PATTERSON & LA RUE, 1983). Por ou-
tro lado, tratamentos gue aumentam & fotossintese promovem &
fixacdo de nitrogénio. O cultive de soja num ambiente maisri
co em 002 ocasiona aumento substancial na fixacao de nitroge-—
nioc (HARDY & HAVELKA, 1975}; aumentos da intensidade lumino-
sa também tem efeito semelhante (LAWN & BRUN, 1974; HARDY &
HAVELKA, 1976). Queda na taxa de fotorrespiracao através da
diminuicdo da pressac parcial de oxigénio tampbém favorece a fi
xaciao de nitrogénio em soja (QUEBEDEAUX el akt., 1975). Atra-
vés da técnica de enxertia, STREETER {1974} conseguiu aumentar

a fotossintese total em plantas de soja, com © aumento da par



te aérea da planta enxertada, © gue ocasionou aumento na ati-
vidade da enzima nitrogenase. HARDY et af. (1968) verifica-
ram gue em soja, ha uma relagao direta entre intensidade lumi
nosa e a fixacgdo de N,. Para esses autores, a disponibilida-
de de fotoassimilados as plantas, atua indiretamente no aumen
to da atividade dos nodulos ao promoverem o seu crescimento em
geral. Entretanto, WHEELER (1971), HAM e af., (1976), CRALLE
& HEICHEL (1981) sugerem em seus trabalhos que a atividade da
enzima nitrogenase aumenta quando se eleva a razao "fonte-dre
no", e gque decresce guando esta razdo € diminuida. WHEELER
(1971) observou uma queda em torno de 50% na atividade dessa
mesma enzima em Afnus, gquando o fluxo de fotoassimilados foil
interrompido pelo anelamento do caule. HAM ef af., (1976) tam
bém ocbservaram gueda na atividade da nitrogenase quando subme
teram plantas de soja ao sombreamento ou ao desfolhamento.
CRALLE & HEICHEL (1981), promoveram o desfolhamento em Medica
go sativa e Lotus corniculatus, e obtiveram os mesmos resulta
dos encontrados para soija com o desfolhamento. Entretando, nes
se caso, a gueda na atividade ocorreu dois dias apos o desfo-
lhamento com subsequente recuperacao 10 a 21 dias apls, guan-
do o crescimento vegetativo foi reiniciado. Aqueles autores
observaram ainda, gue a recuperacao da atividade foi mais ra—

pida nas plantas com menor numero de folhas removidas.

2 guantidade de N2 fixada pela simbiose com o Rhize
Eium & de interesse fundamentalmente pratico no cultivo da so
ja, para o aumento da disponibilidade de nitrogénio na agricul
tura. Essa gquantidade pode ser medida pela atividade da en-
zima nitrogenase através da técnica de r@ﬂugéo de acetilenco

(BARDY et af., 1968). Através da utilizacado dessa téenica,



foi verificado que a fixagao de N, € iniciada logo apOs a no-
dulacdo, geralmente em torno de 20 a 30 dias apbés o plantio.
A atividade aumenta substancialmente durante o desenvolvimen-
to da planta, atingindo seu ponto maximo durante a fase repro
dutiva logo apds a floracdo (THIBODEAU & JAWORSKI, 1975). Em
sequida ocorre uma gueda acentuada na atividade, chegando a
zero por volta do final do ciclo da planta. Portanto, exis-
tem duas fases bem distintas na curva de atividade enzimatica
associadas ao desenvolvimento reprodutivo da soja, € de ou-
tras leguminosas; uma & o aumento da atividade logo apds a

floracido, e a outra € a gueda gue vem a seguir.

Em muitas leguminosas agriculturalmente importantes,
a taxa de fixacdo de nitrogénio aumenta marcadamente na fase
proxima da floragéo,'aiminuindo rapidamente em seguida duran-
te o periodo de crescimento da semente (PEAT et af., 1981). En
tretanto, a causa do aumento da fixacao proximo domomento da
filoracac ndo é conhecida em leguminosas de pastagens, apesar
desse fendmeno ser generalizado; o mesmo foi constatado emer
vilha {(Pdlsum sativum}, Cowpea (Uignarunguicuﬁaia), Scja (GLy-
cine max), amendoim [Arachis hypcgea), fava (Vicdia 4abal, tre
vo (Taifolium nepens) e Medicago sativa, (HARDY ef al., 1371;
LAWN & BRUN, 1974; BETHLENFALVAY & PHEHILLIPS, 1975; MASTERSON

& MURPHY, 1976; MINCHIN & SUMMERFIELD, 1978) .

TAWRIE & WHEELER (1974); ©PEAT et akf., {1981) veri-
ficaram gue alguns fatores associados com a presenca de estru
turas reprodutivas, particularmente © botao fleoral, pode pro-
mover a fixacidoc de nitrogénio no inicio da fase reprodutiva,
apesar do fato de gue a semente, durante seu rapido crescimen

to, pode competir sucessivamente COm OS nodulos e ralzes pe-



los fotossintatos, resultando na queda da taxa de fixacgao. O
fato da fixacao de nitrogénio diminuir guando as estruturas re
produtivas da planta sao removidas, sugere que o estimulo da
floragéo n&o € o responsavel pelo aumento da fixagao durante
essa fase, pois se assim fosse, a remocao das partes reprodu-
tivas teria apresentado pouco ou nenhum efeito. LAWRIE &
WHEELER, (1974} observaram em ervilha gue a remogao das flo~-
res causou a gueda na atividade da enzima nitrogenase e indu-
ziu um crescimento vegetativo anormal. HARDY et af., {1968)
encontraram que a remogac dos frutos jovens em soja ocasionou
a gqueda inicial da fixag¢aoc acompanhada da parada no crescimen

to dos ndodulos.

A quantidade de N, fixada, medida atraves da ativi-

2
dade da nitrogenase,-e a duragéo de cada fase sasonal pode va
riar com espécies de leguminosas, cultivar, linhagem de Rhizo
bium e condigoes ambientais. Por exemplo, a remogéoékabotées
florais ou vagens durante o crescimento vegetativo causa redu
géo do crescimento da parte aérea e da raiz proporcionalmente,
induzindo um aumento especifico no peso da folha e da area fo
liar também de forma proporcional. Esse fato pode ser devido
i auséncia de drenos reprodutivos para fotossintatos. Isso &
visto como sendc causado provavelmente pelo atraso na elonga-
gido do caule em termos de comprimento de internds no numero de
nds, e producao de ramos. Possivelmente, hormonios vegetais
estejam envolvidos em ambos fenomenos, o gue pode explicar o
rapido aumento na taxa de fixacdo de nitrogénio prodximo da flo
racao gue estaria de acordo com as conclusoes gerais de outros
trabalhos com soja (BETHLENFALVAY et af., 1978) e com outras

espécies de leguminosas. (PATE, 1966; LAWRLIE & WHEELER, 1974},



Virios autores (LAWN & BRUN, 1974; LAWRIE & WHEELER,
1974; THIBODEAU & JAWORSKI, 1975; GIBSON, 1977; BAIRD &
WEBSTER, 1982), sugerem gue a possivel explicagéo para a gue-
da da atividade dos nbdulos no estadio reprodutiveo estaria no
suprimento de fotoassimilados aos mesmos, o que & limitado pe
la competicado dos frutos e sementes em desenvolvimento. Es-
sa hipGtese baseia-se na existencia de forte correlagéo que e
xiste entre a disponibilidade de fotossintatos e a taxa de fi
xagdo de nitrogénio (discutida acima), ligada ao fato de que
existe uma coincidéncia entre o preenchimento do gréo e a gue
da da atividade da nitrogenase. Além do mais, a retirada dos
frutos atrasou a queda da atividade dos nodulos como verifica
da por LAWN & BRUN, 1974; EAM ef af., 1976; BETHLENFALVAY et
af., 1978, o gue representou uma evidéncia mais direta para a
hipdtese. Portanto, o desvio de fotoassimilados para os fru-’
tos pode estar de acordo com €sSSes autores, gquanto ao motivo
principal para a gqueda na atividade da nitrogenase. MORRIS
(1982), entretanto, sugere gue a utilizagéockaassimiiados nasg
plantas € regulada por hormonios e propée gue a taxa de impor
tacac de assimilados em direcdo aos drenos € dependente dacon
centracio de sacarose nesses tecidos, cujo controle & feito pe
ia invertase. Os niveis dessa enzima, por sua Vez, sac con-—
trolados por hormonios, gue no C€aso especifico de Phaseolus
vulgaris parece ser o dcido indol acétice, sugerindo assim,
que o efeitc dos hormonios sobre a importagéo de assimilados

pelos drenos pode ser mediado por essa enzima.

A literatura mostra gue existem muitas evidencias a
favor e contra a hipdOtese de competicdo pelos fotossintatos.

Por exemplo, manipulacoes visando alteracoes das fontes e dre
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nos tém fornecido evidéncias a favor, enguanto fatores modula
dores da atividade da nitrogenase tém contrariado a hipotese.
A intensidade luminosa pode afetar tanto o crescimento quanto
a fixagéo de nitrogénio em leguminosas, fato esse relacionado
com o fornecimento de fotossintatos para os ndodulos (GIBSON,
1971; HARDY & HAVELKA, 1975; BETHLENFALVAY et at., 1977; LA
TIMORE e¢f af.,1977; WASHUA & MILLER, 1978). Por outro lado,
hd experimentos em gue a fixacdo bioldgica de nitrogénioc nao
foi prejudicada com a redugéo do nivel de luminosidade (SPRENT
& BRADFORD, 1976; WASHUA & MILLER, 1978; SCHWEITZER & HARPER,
1980) ou pela retirada parcial das folhas (CHU & ROBERTSON,
1974 ; TEIGEN & VORST, 1975; SHELDRAKE & NARAYANAN, 1976}). Do
mesmo modo a retirada das flores e vagens pode nac levar ne-
ceszariamente ao incremento na atividade da nitrogenase e N
total das plantas (BRUN, 1976; NDUNGURU et al., 1976; WILSON

et af., 1978; MALIK, 1983; RIGGLE el af., 1984).

Como pode ser observado atraves da literatura acima
citada, hd evidéncias contraditdrias quanto a hipOtese de com
peticdo pelos fotossintatos entre frutos e nodulos, para ex-
plicar é queda na atividade da nitrogenase. Ha grande inte-
resse em se conhecer os mecanismos para essa gueda, uma vez
gue pode ser um fator limitante na producac de graos (MALIK,
1983). De fato, ABU-SHAKRA ef alf. (1978) demonstraram que mu
tantes de scja com senescéncia foliar atrasada {folhas ainda
verdes gquando os frutos atingiram & maturidade) apresentaram
alta atividade da nitrogenase durante toda fase de enchimento
dos graos, sugerindo gue tal caracteristica poderia aumentar

o rendimento da cultura.

A soja € uma planta gue floresce em dias curtos
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(KARL, 1969). O cultivar Santa Rosa utilizada nesse trabalho
florece aos 32 dias, apbs a exposicao da planta a 4 ciclos de
fotoperiodo de 9 horas durante a fase inicial do crescimento
{(MIRANDA & SODEK, 1982). A curta duragéo da inéugéoevitacog
fundir efeitos da floracdo com efeitos sobre a fotossintese em
diferentes tratamentos, onde um tratamento prolongado em dias
curtos implica numa reducdo da capacidade fotossintética da

planta

"0 objetivo desse trabalho foi averiguar se a gueda
da atividade da nitrogenase em soja estd relacionada com uma
competigao pelos fotossintatos entre frutos e noédulos. Para
essa averiguacio foram comparadas atividades da enzima nitro-
genase em plantas de diferentes idades guandco induzidas a flo

Tescer.



IT - MATERIAL E METODGS

1. Material vegetal e condicoes de cultivo

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizadas sg
mentes de soja (GLycine max(L.) Merril) cv. Santé Rosa, forne-
cidas pelo Instituto Agroncmico de Campinas (IAC). As semen-
tes passaram por um exame de pureza, foram lavadas em agua des
tilada durante 3 minutos; .aquelas puras foram colocadas para
germinar em vasos de plastico com capacidade de 3 litros, colo
cando-se 4 sementes por vaso. Como substrato foiutilizada ver
miculita intensivamente lavada para evitar qualquer contamina-
cao. Quando as plantas atingiram © estadio de desenvolvimento
Vo (escala de FEHR ef af., 1971 - ver apéndice), foi feito o
desbaste ficando uma planta em cada vaso. Para a obtencac de
plantas noduladas foi feita a inoculacaoc de cada planta, ainda
no estadio V,, com 2 ml de uma suspensao de Rhizobium japondicum
estirpe SMS-463, fornecida pela Se¢do de Microbiologia do Solo
do IAC. Apds a inoculacdo iniciou-se o tratamento com solugao

nutritiva deficiente em nitrogénic, preparada como descrita a

seguir:
MACRONUTRIENTES MTICRONUTRIENTES
KH,PO, 1mM H,BO, 2860 mg/l
; i /1
K2804 2mM MmCiz.éﬁEO 1810 mg/

MgSsO, 2mM ZnS0, . 7H,0 220 mg/1
Caso, 2mM CuSO4.SH20 80 mg/l
H,MoO, .H,0 20 mg/l

FeSoé.7ﬂ20 29,4 mg/l1

+ EDTA.Na 33,2 mg/l

3
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As plantas foram mantidas em casa de vegetagao, com
adicao duas vezes por semana de 200 ml de solucao nutritivaem
cada vaso. A irrigacao com dgua foi feita de acordo com a ne

cessidade da planta.

Varios experimentos foram instalados para a realiza
cao desse trabalho, os gquais constaram dos seguintes tratamen
tos: plantas induzidas a florescer nos estadios de desenvol-
vimento V v

e V, aplicando-se fotoperiodos curtos de 9 ho-

2" 75 8
ras durante 4 .dias. Dentro do grupc de plantas induzidas a
florescer no estadioc Vz, foram incluidos tratamentos para des
tacar os botoeg florais e para destacar 50% das folhas alter-
nadamente. Qutro tratamento foi destinado a manter as plan-
tas em dias longos durante todo o seu ciclo. Além do contro-
le da floracéo, a aplicagéo de fotoperiodos curtos leva a ob-

tencdo de plantas de pequeno porte, bastante uniformes. Apds o periodo

de inducdo as plantas foram utilizadas para as devidas avaliacoes.,

Um controle fitossanitario fol efetuadc a cada 15
dias com pulverizacdes utilizando as solugoes de Decis (0,3 ml/1)

e Ostation (0,5 mi/l).

Os trés principais experimentos foram montados nas
seguintes épocas: o primeiro no dia 10 de setembro de 13984, ¢
segundo no dia 22 de fevereiro de 1985 e o terceiro no dia 30
de setembro de 1985. As condigdes climdticas registradas pe-
1o IAC nessas épocas, estao representadas em tabelas no apén-

dice.
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2, Metodologia

2.1. Atividade da enzima nitrogenase, utilizando os sis-

temas de plantas intactas e raizes destacadas

A enzima Nitrogenase, responsavel pela redugéocklni
trogénio atmosférico a amﬁﬁia, também cataliza a redugao do a
cetileno a etileno. Para avaliar a fixacao simbidtica de ni-
trogenio em plantas de soja foi utilizada a técnica de redu-
cao de acetileno (HARDY et af., 1968). Essa técnica & apoia-
da na hipdtese de gque a atividade da nitrogenase nao € afeta-
da pela alteracao do substrato, ou pela alteracac do produto
final (HARDY ef af., 1968). Para o uso dessa metodologia foi
exigido que orsistema fosse hefmeticamente fechado, portanto,
foram vedados os furos dos vasos (saida de agua) com fita cre
pe, envolvidos em sacos de plastico transparente, protegidos
em volta do caule com massa de modelar, e fechado com elasti
co firmemente apertado proximo as folhas cotiledonares. Essa
técnica foi utilizada para os dois sistemas, plantas intactas
e raizes destacadas (Figura 1, A e B). As medidas para plan-
tas intactas foram realizadas sempre com as mesmas plantas du
rante todo o desenvolvimento, enguanto gue, para o sistema de
raizes destacadas, foram utilizadas plantas novas a cada medi

da devido ao fato de que a parte aérea dessas era seccionada.

2.2. Medidas da reducao de acetileno

As medidas de reducao de acetileno foram iniciadas
com a retirada de 80 ml de ar de cada vaso e injetado o mesmo
volume do gis nos mesmos. Apds um periodo de incubacac de 10
minutos, foram iniciadas as medidas gue se prolongaram por 2

horas.




FIGURA 01

Ilustracao dos sistemas utilizados para as medi-
das da redugac de acetileno em plantas intactas

de soja (A) e em raizes destacadas (B).

a massa de -modelar;

o
!

borracha para injetar acetileno;
c - fita crepe;
d - saco de polietileno;

e -~ furos do vasco vedados com fita crepe.
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Nos primeiros 30 minutos eram feitas medidas de 10 em 10 minu-
tos, e, em seguida de 30 em 30 minutos até o tempo final (2 ho
ras). As allquotas analisadas eram de 0,5 ml retiradas da at-
mosfera do vaso com © auxilio de uma seringa de 1 ml através de
uma borracha firmemente aderida no saco plastico (Figura 01),
e injetadas no cromatografo a gas para a determinagao do etile
no produzido. Todas as medidas foram acompanhadas do padrao de
etileno e acetileno. O cromatografo a gas utilizado foi da mar
ca Varian, modelo 2240-D equipado com uma coluna de Poropak N,
de Tm x 0,2 em {(d.i). © forno do aparelho foi mantidoai11ooc,
o injetor a 1400C e detector (tipo Ionizacao de chama)a.1500C.
0Os fluxos dos gases foram os seguintes: N, (gas de arraste),

2
40 ml/min.; H, 40 ml/min. e ar 1600 ml/min.. O tempo de re-
tencdo situou-se entre 35 a 40 segundos para a saida de etile-
no e de 50 a 55 segqundos para a saida de acetileno. A saida

dos dois compostos foli registrada em forma de picos num regis-

trador ajustado para receber sinais na faixa de 0 a 1 mv.

2.2.1. Calculo da taxa da reducao de acetileno

0 pico registrado péra acetilenoc foi utiliza
do como um padrao interno, uma vez que a concentracgao desse
gas dentro do vaso diminuiu de forma insignificante durante a
incubacgdo (Tabela 01). Dessa forma, a quantidade de gas regis
trada pelo cromatdgrafo, serviu para acusar eventuais vazamen-
tos do vaso, além de verificar variacoes no volume exato da a-
mostra injetada para andlise no cromatdégrafo, permitindo que os
picos de etileno pudessem ser corrigidos para um volume fixo de
injecdo. A andlise de uma guantidade padrao de etileno permi-
tiu transformar os dados (altura dos picos) em umoles de aceti

leno reduzido através do calculo, segundo GOMES (1982), como
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TABELA 01 -~ Quantidade relativa de acetileno de plantas man-

tidas no proprio vaso de cultivos.

Tempo de Plantas Raizes
exposicao Intactas Destacadas
min. % acetileno % acetileno
30 100 100
60 . 81,2 85,7
90 75 114,2
120 81,2 100
150 62,5 85,7
180 87,5 85,7
210 81,2 78,5

240 58,5 | 100
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mostrado a seguir:

72 = 11,15 . % Vol. ensaio 60 1

- P ¥ . -

Y 0,5 ml (Vol.injetado) T 1000

onde:

valor do acetileno reduzido em”umoles.h”1.planta“1

™
H

¥ = altura do pico de etileno da amostra (corrigida conforme

explicacao acima).

Y = altura do pico de etileno padrao, sendo que, 0,5 ml de e
tileno padrao preparado a 500 ppm contém 11,715 nmoles.

T = tempo de incubag¢ac em minutos

3. Medidas de peso fresco

Em alguns -experimentos realizados com sistema de rail

zes destacadas, foram feitas medidas da atividade enzimatica a
companhadas das medidas do peso fresco da parte aérea, dos no-
dulos e do sistema radicular de cada planta. Os ndédulos foram
separados manualmente apos a remogéo do excesso de vermiculita

do sistema radicular e lavados em agua corrente para retirar a

vermiculita aderida.

-4, Analise estatistica

Para comparay o efeito da floragéo na fixacao de ni-
trogénic foram realizados diferentes tratamentos de inducao
(controle do fotoperiodo) em plantas de soja mantidas intactas.
Os dados foram analisados através de analise da variancia e

quando o valor "F" foi significativo, os valores foram compara

dos entre si, pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilida-

de (SNEDECOR, 1965). Foram determinados os valores da diferen

ca minima significativa (DMS) para algquns pontos da curva de a
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tividade da enzima nitrogenase. Nos graficos, a representagao
dos valores foi feita através de barras verticais ou separada-

mente em tabelas.

5. Energia radiante

Os célculos para energia radiante, foram feitos se-

gundo OMETTC (1968), como mostrados a seguir:

Para PRIMAVERA-VERAC

Q; =90, (0,25 +0,53)
Para OUTONO-INVERNO
Q, =0y (0,28 + 0,51 )
onde:
Q, = Radiacado global em cal.cm™2.dia"!
Qy = Radiacao no "topo" da atmosfera emc:za.l.cmmz.dia”1
n = NUmero real de horas de insolagéo
N = Namero possivel de horas de insolagéo
Os valores de N e Qg féram.extraidos da Tabela 02 e
o valor de QT foi corrigido para a estufa, considerando = uma

ok iom e

transparéncia de 68% determinada através do

NOVA, 1974).
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IIT - RESULTADQS

1. Experimentos preliminares

Inicialmente wvarios experimentos foram montados com
a finalidade de se verificar as condig¢Oes apropriadas para o
uso da técnica de redugéo de acetileno com o sistema de plan-
“tas intactas. Para o uso dessa técnica, era essencial que o
~igtema fosse hermeticamente fechado para evitar.possiveis va
zamentos do gas. O uso de raizes destacadaé em frascos de vi
droc & uma técnica bastante conhecida e usada nas medidas de re
ducdo de acetileno, devido & facilidade de vedar o sistema com
o uso de tampas de borracha. Entretanto, o uso do sistema de
raizes destacadas nas medidas de reducao de acetileno apresen
ta a desvantagem gue a planta é destruida apds a medicao, en-
guanto que o uso do sistema intacto permite fazer medidas de
avaliacdo da fixacao de nitrogénio durante todo o ciclo daplan
ta, sempre utilizando © mesmo material vegetal. O maior pro-
blema com o sistema intacto foi conseguir total vedagaoeﬂntog
no do caule da planta; para tanto, o vaso foi envolvido em sa
co plastico e fechado em torno do caule com massa de modelar

e elastico (ver descricao em material e métodos, pagina 14).

1.1. Comparag¢aoc entre o sistema intacto e destacado (vaso}

Para verificar a eficiéncia do sistema intacto, foi
feita uma medida de redugéo de acetileno comparada com a medi
da feita com o sistema de raizes destacadas, montado no proprio
vaso de cultivo, o gue tornou desnecessaria a manipulagéo com

o sistema radicular. As taxas de redugdo de acetileno obti-
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das dessas medidas foram 58,4 pmoles;h“q.planta'T para plan-
tas intactas e 36,7,umoles.h“1.planta_1 para raizes destaca-
das. A maior atividade obtida no sistema intacto, ja era uma
indicacaoc que néo havia ocorrido problemas de vazamentos. Uma
avaliacao mais direta da ocorréncia ou néo de vazamentc pode
ser efetivada pelas variacoes no teor de acetileno no vaso, a
nalisado junto com etileno no cromatografo a gas. Como foi
observado na Tabela 01, a técnica de vedagéo dos sistemas apa
rentemente foi adequado, uma vez.que_a quantidade relativa de
acetileno nao caiu de maneira progressiva, ocorrendo apenas os

cilacoes normais decorrentes da impossibilidade de injetar vo

lumes constantes no cromatografo.

1.2. Comparacac entre os sistemas intacto e destacado

{(frasco)

No experimento anterior as comparagées das medidas
de reducgao de acetileno nos dois sistemas foramrealizadas com
plantas diferentes. Embora o sistema intacto tenha fornecido
valores um pouco mais altos que o sistema destacado, essa di-
ferenca pode ser devida a variagdes éntre plantas e ndo a téc
nica propriamente. O objetivo desse experimento foi averiguar
tal fato, utilizando a mesma planta para os dois sistemas em
dias diferentes sendo gue, para destacado fol utilizado o tra
dicional frasco de vidro. Foram feitas qguatro repeticoes pa-
ra plantas intactas no vasc, e no dia seguinte, Ioram utiliza
das essas mesmas plantas para medidas com o sistema de raizes
destacadas. As medidas do sistema de plantas intactas foram
realizadas no dia 15 de fevereiro de 1984 (temperatura média
do ar de 25,7OC) e no dia seguinte foram efetuadas as medidas

do sistema de raizes destacadas (temperatura média do ar de
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o) - -
25,87C}. Como pode ser observado, a temperatura nio variou

nos 4dois dias das medidas.

Os resultados de atividade enzimatica desse experi-
mento e as medidas de peso fresco e namero de ndédulos, estio
apresentados na Tabela 03. As medidas realizadas nos frascos
de vidro apresentaram resultados inferiores comparadas com as
do sistema intacto. Isso sugeriu gue © manuseio com o siste-
ma radicular para acomoda-lo no interior do frasco foi de al-
guma forma prejudicial. Os resultados do proximo experimento

confirmaram tal observacao.

Quanto ao numerc e peso fresco dos nddulos, foi ve-
rificado que a variagéo desses parametros entre as 4 repeti-
coes em geral nao acompanhou as atividades de reducdo de ace-
tileno para nenhum dos sistemas. Em alguns casos foram veri-
ficados valores mais baixos de redugéo de acetileno, assim co
mo do namero de nodulos e do peso fresco dos mesmos (repeti-
¢ao C). BAs repeticOes A e D apresentaram valores de peso e ni
mero de nddulos, invertidos guando comparados com as
medidas de atividades de redugéo de acetileno. A semelhanga
na seguéncia de valores para as quatro repeticodes guanto ao nu
merc e peso dos nodulos com as atividades de reducao de aceti
leno sugeriu_que esses parametros estao relacionados. Por ou
tro lado, a sequéncia de valores de redugao de acetilenoc para
as quatro repeticoes do sistema intacto pareceu néo correspon
der com a sequéncia de valores do sistema destacado e, conse-
gquentemente, com nenhum dos parametros de peso e numero de no
dulos. Isso pode significar que as operagoes de manuseio men
cionadas acima foram mais prejudiciais em algumas repetigées

do que em outras, alterando consequentemente a sequéncia de va
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lores entre as repetigoes.

1.3. Comparacao entre os sistemas destacado no vasoedes

tacado no frasco

Os principais objetivos desse experimento foram: ve
rificar se a presenca da vermiculita no sistema destacado no
vaso impedia a difusd3o do gds acetileno até o sistema radicu-
lar e se O manuseio com © sistema radicular afetava a ativida
de dos ndédulos conforme discutido acima. Foi feita também con

tagem dos ndodulos.

Os resultados dessas medidas estéo na Tabela 04. Co
mo pode ser observado pela média dos valores, o sistema desta
cado no vaso apresentou atividade mais alta gue o sistema desg
tacado no frasco. © numerc de nddulos também foi ligeiramen-
te mais alto para o sistema destacado no vaso embora essa di-
ferenca nao tenha sido significativa, evidenciando assim gque,
a atividade mais baixa do sistema destacado no frasco aparen-
temente nao foi devida a perda de nodulos. Entretanto, para
efetuar a contagem dos nédulos o sistema radicular foi primei
ramente manipulado para ser retirado o excesso de vermiculita,
da mesma forma como foi preparado para ser colocado no frasco
para as medidas de reducao de acetileno com esse sistema, o
gue tornou possivel a gueda e perda de alguns nédulos Jjunto
com a vermiculita. Infelizmente, na3o foi possivel constatar
isso nesse experimentc mas apenas gue a manipulagéo do siste-

ma radicular, foi de alguma forma prejudicial.

Quanto 3 difusio do gas acetileno através da vermi-
culita, esta ocorreu de forma normal, uma vez gue as ativida-

des nio foram prejudicadas; pelo contrario, foram mais altas




TABELA 04 -~ Medidas da reducao de acetileno e numero de nodu

.26,

los do sistema de raizes destacadas no vasc e no

frasco.
IDENTIFICACAO SISTEMA DESTACADO NODULOS
DAS REPETICOES VASO FRASCO VASO FRASCO
-1 -1
Aamol.h " .planta N¢
A 57,7 37,1 180 158
B 37,6 36,5 120 145
C 62,2 30,5 260 206
Média 52,5 34,7 188,6 169,6
sg () 7,57 2,1 49,59 18,57

{i)J £ o J?o\;&zw
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do gque no sistema livre de vermiculita (frasco). Esses resul
tados mostraram gque o uso do sistema de raizes destacadas no
vaso foi o ideal as medidas de redugao de acetileno, porgue

proporcionou atividades mais altas.

2. Tempo de reacdo

Dos experimentos preliminares descritos anteriormen
te, os sistemas de plantas intactas e raizes destacadas no va
so foram os que revelaram maior eficiencia nas medidas de ati
vidades dos nddulos, sendo por essa razéo, escolhidos para as
medidas de atividades dos experimentos subsequentes. Objeti-
vando determinar a relacao entre a formag&o de etilenoe o tem
po de incubacdo para esses sistemas, foram feitas medidas da
reducao de acetileno-cem cinco repeticoes para plantas intac-
tas e quatroc para raizes destacadas. Na Figura 02 onde estao
representados os resultados dessas medidas, foi observado que
em ambos os sistemas, as atividades foram semelhantes ate 1
hora, e que no sistema de plantas intactas os valores conti-
nuaram aumentando linearmente até o final do tempo testado (4
horas). A semelhanca entre as taxas da re&ugéo de acetilenc
na primeira hora para os dois sistemas esta de acordo com o©S
dados anteriores, em gue foi verificada menor diferenga entre
os mesmos quando comparados com a diferenga entre os sistemas
destacade {nc frasco) e intacto. Baseado nesses resu;tados,
£foi determinado o tempo de 2 horas para as medidas subsequen-
tes de avaliacdao da fixacd3o de nitrogénio para o© sistema de
plantas intactas e o tempo de 1 hora para o sistema de raizes

destacadas.




FIGURA 02 - Reducdo de acetileno (formacdao de etileno), em

relagdo ao tempo de incubagao da enzima nitroge

nase, nos sistemas de plantas intactas (O—O)

e raizes destacadas (@———@).




28]
&
»

| ; |
() o O
O O O

|
o
Q
< 0 N ~

500

_

Q
o
0

(VANVId / TIOWMY) ON3TTIL30V 30 0OvONG3aY

—~

TEMPO DE REACAC (h)




.25,

3. Taxas da reducao de acetileno com controle da floragao

3.1. Experimento 1

Nesse experimento fol feita uma avaliacao da ativi-
dade dos nodulos (fixacao de ﬁz) durante todo o ciclo da plan
ta, Foram utilizados os dols sistemas para as medidas dessa
atividade; plantas intactas e raizes destacadas, com a fina-
lidade de verificar o comportamento do sistema menos conheci-
do {(plantas intactas) em varias fases de desenvolvimento, uti
lizando o sistema melhor conhecido (raizes destacadas) como pon
to de referéncia. Todas as plantas desse experimento foram in
duzidas a florescer no estadio de desenvolvimento VZ- {escala
de FEHR e¢f af., 1971), e as medidas iniciadas ap0s o periodo
de inducdo. Na Figura 03 estao representados os resultados
dessas medidas em que, cada ponto da curva é a média de 6 re-
peticoes para plantas intactas e de 4 repeticdes para raizes
destacadas. O0Os estaddios de desenvelvimento correspondentes es
tio indicados ao londo da curva. As medidas da reducao de a-
cetileno foram iniciadas no 359 dia apos o plantio, nessa ida
de as plantas estavam no estadio de desenvolvimento V3 (2% fo
tha trifoliolada aberta) e a atividade dos nodulos ainda era
baixa, aumentandc em seguida até atingir a maxima aos 56 dias
apbs o plantio, para os dois sistemas analisados; nessa fase,
as plantas estavam no estadio de desenvolvimento RE(vagensem
expansdo) . Em seguida, fol observada a gueda da atividade dos
ndédulos, sendo que de forma mais brusca para o sistema de ral
zes destacadas. Quando as plantas atingiram o estadio Re {se

mentes totalmente preenchidas) a atividade ja era baixa.

EAnalisando os dois sistemas de medigac, foil observa




FIGURA 03 - Curva da reducac de acetileno durante occiclo da
planta, comparando os sistemas de plantas intac
tas (O0——0) e raizes destacadas (O—101). As
medidas foram feitas entre 14/03/832 e (07/05/83
(temperatura média de 22,2°C e 7h/dia de insola
cao) .

CV Intacte = 26,6 CV Destacado = 26,9

SE = erro padrao
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FIGURA 04 -~ Medidas do peso fresco ( [Z] ) e do numerc de no-
dulos ([ ) do sistema de raizes destacadas.

a comparacao entre médias do namero de nddulos

il

b

i

comparacgao entre médias do peso fresco dos nd
dulos

Tukey a 5%.
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da aos 78 dias e mantendo a segulr peso constante até a medi-
da final (89 dias apbs o plantio). Embora essas diferencas
naoc ﬁenham sido significativas, de gualguer forma o aumento i
nicial na reducdo de acetileno pode estar associado com varia
coes da massa nodular. O aumento imediatamente anterior a a-
tividade maxima e principalmente a subsequente queda, certa-

mente nao estao associadas a essas variacoes.

3.1.2. Comparacido entre os sistemas intacto e des-

tacado utilizando plantas do mesmo experi-

mento

Em paralelo ao experimento descrito anterior
mente, foram feitas outras medidas com plantas cultivadas nas
mesmas condicdes e as medidas para OS dois sistemas foram rea
1izadas com as mesmas plantas. Primeiramente foi medida a ta
xa da reducao de acetileno no sistema de plantas intactas, e
no dia seguinte foi realizada a mesma medida utilizando as mes
mas plantas com o sistema de raizes destacadas, juntamente com
as medidas do peso fresco e do niimero de nddulos. Essas medi
das Foram feitas com plantas de 68 e‘?8 dias de idade, corres
pondentes as idades das duas medidas feitas no experimento des
crito anteriormente (Figuras 03 e 04), realizado em paraleloc.
0s dados de redugdo de acetileno estio representados na Figu-
ra 05. Foi observado gué no Caso do sistema intacto, tanto
aos 68 dias comc aos 78, OS niveis de atividades foram prati-
camente os mesmos observados na Figura 03 para as idades c¢or-
respondentes, indicando assim, gue as plantas sao fisiologica
mente iguais as usadas no experimento em paralelo (Figura 03).

Esses resultados também indicaram gue as mesmas plantas podem

UNICAMP




FIGURA 05 -~ Medidas da reducao de acetileno com os sistemas

de plantas intactas ([Z] ) e raizes destacadas

( ) utilizando a mesma planta.
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ser usadas varias vezes para as medidas pelo gistema intacto

{(como observado no experimento anterior, Figura 03), sem ne-
nhuma consequéncia prejudicial que venha refletir em valores

baixos nas medidas subsequentes.

No sistema de raizes destacadas, a atividade
observada foi o dobro em relacao a obtida para a curva aos 68
dias, enquanto gque, acos 78 dias a atividade foi maior para o

=igtema destacado da curva (Figura 03).

Quanto ao numero e peso fresco dos nodulos

=

:;ura 00), foi observado gue nao houve quééa no namero nem

Lampouco no peso dos mesmos nas plantas onde a atividade foi
mais baixa (78 dias apds o plantio). Da mesma forma como foi
oboervado para a atividade dos ndéddulos, .os dados do numero e
do peso fresco dos mesmos (Figura 06), foram semelhantes aos
encontrados no experimento conduzido em paraleloc (Figura 04},

mostrando mais uma vez que a queda da atividade dos nodulos

nao estdé relacionada com a massa nodular.

3.2. Experimento 02

Segundo ja mencionado, diversos autores apresentam
hipoteses que a atividade dos nddulos depende da época da flo
ragao da planta. Visando averiguar tais hipdteses, foram fei
tas medidas da reducgac de acetileno em plantas submetidas a um
controle da floragéo. Os resultados dessas medidas mostraram
gue a queda da atividade dos nédulos ocorreu mesmc na fase de
formacao dos frutos. Por esta razao foi montado um outro ex-
perimento em gue o controle da fioracao. foi feito com plantas
intactas em diferentes estadios de desenvolvimento. 0Os dife-

rentes tratamentos desse experimento foram os seguintes: plan



FIGURA 06 - Medidas do peso fresco (FZZA) e do nimero de no
dulos ([7J) das plantas utilizadas nas medidas
da redugao de acetileno mostradas na figura 05.
a= comparacao de médias entre nimero de nédulos
b = comparagidc de médias entre pesc fresco

Tukey a 5%
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tas mantidas em dias longos duranlte todo o cicle, plantas in-
duzidas a florescer nos estadios de desenvolvimento V2, VS e
VB {correspondentes a 12, 438 e 72 folhas trifoliocladas total-
mente abertas), plantas com flores removidas e plantas com 50%
das folhas destacadas alternadamente (ambos com plantas indu-
zidas em VS) . As medidas de avaliagéo da reducdo de acetile-
no foram feitas semanalmente durante todo o ciclo da planta
{(tratamento v, e Vg} , € apbs a flcragz_’ic para os demais trata-
mentos. Os resultados dos tratamentos V2 e VS estf_:'io represen
tados na Figura 07 e cada ponto da curva representa a média de
4 repeticoes. Analisando as curvas da reducaoc de acetileno
das plantas induzidas nos estadios V2 e V5 (Figura 07) foi ob
servada nitida semelhanca entre as duas curvas com relacdo a
idade de formag‘f:io do pico de atividade maxima e taxas de redu
cao de acetilenco. Embora os estiddios de desenvolvimento te-
nham sido diferentes em funcao das diferentes épocas de flora
c¢ao das plantas, em nenhum dos dois casos a queda da ativida-
de coincidiu com a fase de formagz_'io da semente. Como pode ser
observado no tratamento Vz, a atividade dos ndduleos continuou
aumentando atingindo o pico maximo na fase de formacao da va-
gem (56 dias apds o plantio). Quando ocorreu maior acﬁmulo de
material ({(enchimento dos gréos} RS"R6? a atividade dos nddu-
los j& havia diminuido em mais da metade do maximo atingido,
e a curva de atividade obtidapara o tratamento ‘;’2 {(Figura 07}
foi bastante semelhante a da Figura 03 em termos de correspon
déncia com o estadio de desenvclvimento reprodutivo. No tra-
tamento VS {Figura 07), as épocas do desenvolvimento reprodu-
tivo atrasaram em relaga&oc ao V2 en funcao do atraso da época

de indugao..Foi observado gue guando ocorreu a gueda da ativi-



FIGURA §7

Taxa da reducaoc de acetileno de plantas de soia
induzidas a florescer nos estadios de desenvol-

vimento VZ'(GF—wi) g V. { Qw0 ).
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de dos nddulos, as plantas ainda néo haviam florescido (apro
ximadamente 64 dias apds o plantio). Na fase reprodutiva cor
respondente ao enchimento dos gr&os em gue a capacidade de
consumo do fruto é maior, a atividade dos nddulos ja era pra

ticamente zZero.

O0s dados climatoldgicos referentes ao periodo de 20
dias antes e 20 dias depois da atividade maxima da reducao de
acetilenco estéo mostrados em apéndice. A temperatura média
foi de 25,4 e 22,30C, e a energia radiante estimada {estufa)

foi de 408,9 e 345,6 cal.cm 2.dia” .

Os resultados dos demais tratamentos estao represen
tados na Figura 08, juntamente com as curvas dos tratamentos

V., e V5, para fins de comparagac. Apesar das medidas de ava

2
liacio desses tratamentos terem sido feitas apds a floracgao
do tratamento VS’ as atividades obtidas em todos os casos fo
ram baixas, aparentemente correspondentes ao final de uma cur
va. Acredita-se gue os picos de atividades maximas devam ter
ocorrido na mesma época, ou proximo das observadas para oOS
tratamentos V2 e VS. roram notados-os baixos valores nos tra
tamentos de Dias Longos e flores removidas, ou sejam, nas
plantas sem a presenca de nenhum fruto, mostrando naoc terem
nenhuma ligacdo com a gueda da atividade dos nodulos & pre-
senca dosg frutos. O tratamentc com remogéo de 50% - das fo-
lhas, representando uma diminuigac na capacidade de fornecer
fotossintatos também nao apresentou nenhuma diferenca na ati
vidade comparado com os demais. O tratamento VS onde & flo-
racio atrasou 94 dias e o tratamento de Dias Longos gue re-
presentou uma &iminuigéo no efeito dreno em,funcéo da auseéen-—

cia dos frutos, nadc tiveram influéncia na gueda da atividade



FIGURA 08 - Taxas da reducdo de acetileno durante todo o ci
clo de plantas induzidas a florescer em diferen
tes estadios de desenvolvimento: Vv, (&—@);
Vg { O—0}; Vg ( &—A); plantas com flores des
tacadas { &—A }; plantas com 50% das folhas des
tacadas alternadamente (0---0) e plantas manti

das em DL (X=X ).

R2 = Floracao

R, = Vagem em formacao

Ry = Enchimento dos graos

R, = Graos totalmente cheios.

&
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dos ndadulos.

3.3. Experimento 03

Com o objetivo de confirmar os resultados do experi
mento anterior e acrescentar dados da quantidade e do peso dos
nodulos, foi montado um outro experimento com og tratamentos
de inducao dos estadios de desenvolvimento'V2 e VS. Devido ao
fato da quantificacgao dos nddulos durante o ciclo da planta im
plicar na destruigéo da mesma, foi aproveitado o sistema radi
cular destacado para medir novamente redugéo de acetileno an-
tes da contagem dos mesmos. Portanto, nesse experimento foi

possivel novamente comparar os dois sistemas (intacto e desta

cado) em funcao das atividades dos nddulos.

0Os resultados desse experimento com o sistema intac
to est&o representados na figura 03, dos dois juntos (intacto
e destacado) e na Figura 10. No tratamento vV, os estadios de
desenvolvimento e a idade em que os nddulos apresentaram seus
picos de atividade maxima nac foram'tdo diferentes daqueles a
presentados na Figura 07. A atividade maxima ocorreu aos 59
dias {VZ), e os frutos estavam no estaddio de desenvolvimento
R: {enchimento do grao), mas a taxa da reducdoc de acetileno
observada nesse caso (Figura 0%, estadio V,) foi menor que a
metade observada no experimento anterior {(Figura 07). No tra
tamento VS (Figura 09}, cos resultados foram diferentes do an-
“terior (Figura 07) tanto guanto aos estadios de desenﬁolvimeg
to com relacadc as atividades miximas, como guanto as taxas da
reducaoc de acetileno. Os nddulos atingiram pico de atividade
maxima aos 74 dias correspondentes & fase de enchimento do

grao (RS) como ne tratamento Vz. Portanto, mesmo ocorrendo em



FIGURA 02 -~ Taxa da reducao de acetileno durante o ciclo de
plantas induzidas a florescer nos esﬁééiosckadg
senvolvimento V2 {O—0 ) & VS {O—1 ) sistema

intacto.

CV (Vy)= 24,47

CV’(V5)= 20,15

SE = erro padrao
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FIGURA 10

Taxas da reducao de acetileno durante o ciclo
de plantas induzidas nos estadios de desenvolvi

mento V, (O0—0) e V. (®—@ ) de plantas intac

2 5
tas e V, {&H—A ) e Vo ( A—A ) de raizes desta

cadas.
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idades diferentes, a gueda da atividade dos nddulos nesse ex-
perimento foi relacionada com a formagao dos frutos contrari-

ando desse modo, a conclusao do experimento anterior.

Em relacadao aos dados obtidos do sistema de raizes
destacadas (Figura 10}, esses estavam de acordo com os obti-
dos para o sistema intacto conforme verificadc em experimento
anterior ({(Figura 03). Nesse casc (Figura 10}, os valores ab-
solutos obtidos com o sistema destacade foram praticamente i-
guais aos valores correspondentes ao sistema intacto na maio-

ria dos casos, sendo mais alto para alguns pontos isolados.

Os dados climatoldgicos do periodo entre a floragao
do tratamento Vz até um ponto intermediario entre os dois pi-
cos de atividade da reducaoc de acetileno (46 a 65 dias)foram;
temperatura média de 21,7GC e energia radiante estimada {(estu

2 -1

fa) de 227,4 cal.cm “.dia . Para o periodo seguinte de 66 a

) o . : .
85 dias, esses valores foram 12,3°C e energia radiante estima

2 . =1 P \ .
.dia ', As medias mais baixas

da (estufa) de 265,3 cal.cm
com relacgdo ao experimento anterior foram reflexos da estacao
mais fria do ano, além de uma energia radiante mais baixa.

{(ver apéndice}.

3.3.1. Pesos frescos graﬁmero de nodulos

A guantificagao dos nodulos e respectivos pe
sos frescos, foram realizadas no sistema de ralzes destacadas
juntamente com as medidas de pesos frescos da parte aérea e
do sistema radicular (sem os nodulos) de cada planta. O obje
tivo principal dessas medidas fol averiguar se a atividade dos

nodulos era dependente desses parametros.
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a) Pesos frescos da parte aérea e da raiz

As medidas de peso fresco da parte aérea das
plantas foram feitas apOs o seccionamento das mesmas, enguan-
_to gue do sistema radicular foram feitas apOs as medidas da re
ducao de acetileno. 0s resultados do tratamento Vz estao re-
presentados na Figura 11 e do tratamento VS na Figura 12. Ca
da ponto das figuras representa a média dos pesos de guatro
plantas expressos em gramas. Fol observado no tratamento V2
um aumento continuo do peso fresco tanto da parte aérea como
da raiz, que coincidentemente foi semelhante aoc aumento.encég
trade para as medidas de atividade da reducaoc de acetileno a-
té guando atingiram o pico de atividade maxima (60 a 70 dias
apds o plantioc). Em seguida, as mudangas no peso parafﬁ;duaé
partes foram bem,maié discretas. A parte aerea manteve peso

constante e a raiz apresentou peguena gqueda a partir dos 78

dias.

0 tratamento V. (Figura 12} apresentou pesos
frescos da parte aérea e da raiz praticamente iguais até aos
68 dias acompanhande a taxa da reducgao de acetileno. A par-
tir dai o pesc da parte aérea foi aumentando até atingir o pi
co maximo aos 92 dias; nessa idade a atividade dos noddulos
havia diminuidc. A raiz a partir dos 68 dias manteve peso
praticamente constante, podendo ser cobservado diferencas de pe
sos entre a ralz e a parie aérea desses tratamentos. Comparan
do os tratamentos V., e V5 (Figuras 11 e 12}, foi observado pe
quena diferenca no peso fresco do sistema radicular {em tornoc
de 35 g) e maior diferenca no peso da parte aérea. Essa dife
renca foi decorrente do maior desenvolvimento vegetativo das

plantas do tratamento VS provavelmente em conseguéencia da flo



FIGURA 11 -~ Variacoes do peso fresco da raiz (O~---03 e da
parte aérea {(®—® ) durante o ciclo de plantas

induzidas no estadio de desenvolvimento'vz.
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FIGURA 12 -~ VariacoOes do peso fresco da raiz (O0—0) e par
te aérea (e—@ ), durante o ciclo de plantas in

duzidas no estadio VS.
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racac mais tardia.

b) Nimero e peso fresco das vagens:

aAs medidas de numero e peso fresco das vagens
dos dois tratamentos V2 e VS, estao representadas nas Figuras’
i3 e 14. O tratamento\@;apresentou maior numerc de vagens,
certamente em funcao do maior crescimento vegetativo dessas
plantas gque em decorréncia desse maior numero de vagens, © pe
so fresco também foi mais alto para esse tratamento, embora te
nha sido evidenciado gue no final do ciclo das plantas o peso
médio por vagem foi igual em ambos os +ratamentos. Nesse ex—
perimento, © peso das vagens permitiu uma avaliagao mais obje
tiva quanto a fase de desenvolvimento com maior actmulo de ma
terial dos frutos. Portanto, foi observado que os frutos al-
cancaram metade do peso maximo entre 59 e 66 dias para o tra-
tamento V2’ e antes dos 83 dias para o tratamento Vs,cnnseja,
no estadio RS avaliado visualmente nos outros experimentos.
Fsses estadios do desenvolvimento reprodutivo cerrespondem a
pontos bastante proximos dos picos de atividade em ambos os ca

S0CS.

¢) Nimerc e peso fresco dos nbddulos

0s resultados das medidas do pesc fresco e doni
merc de ndodulos dos tratamentos Vz & Vg ‘estdo representados
nas Figuras 15 e 16. Nos dois casos foi cbservado pegueno au
mentc em namero e peso dos nddulos até proximo da floracao.
Na floragéo, ou logo apbs, fol verificade um aumento rapido
no namerc dos nddulos seguido de uma aparente variagao ate o
final da fase reprodutiva; nessa fase, fol também . observado

os aumentos maximos no peso dos nodulos.



FIGURA 13 - Medidas do peso fresco ( [Z4) e do nimero de va

gens ([Z]) de plantas com

estadio de desenvolvimento Vz.

raizes destacadas no
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FIGCURE 14 - Medidas do peso fresco (EZZ) e do nimero de va

gens ([ ) de plantas com raizes destacadas no

estiadio de desenvolvimento VS’
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FIGURA 15 - Medidas do peso fresco (fZZ4) e do nGmero de nd-
dulos ([Z7]) durante todo o ciclo de plantas in-

duzidas no estadio Vo Floracao aos 45 dias.



.52,

(6) 008344 0S3d
o o O
w0
8
o 7//////////////////////////////%
T Z/////////////%
= W///////////%/////w
b 7/////////////m
Ty}
[ ] ¥
. AN o
RRRRUTIRDLOT R
o B~ o M s WroRe
2 B 8 K $ 3 @ 8 &

#

SOTINAON 30 OH3IWNN

DIAS APOS O PLANTIO



v

FIGURA 16

Medidas do peso fresco ({ZZZ) e do nimero de né-
dulos ([7]) durante todo o ciclo de plantas in-

duzidas no estadio VS‘ Floracao aos 62 dias.
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De modo geral, © numerc € © peso dos nodulos fo
ram maiores paraz ¢ tratamento V arhora os dois tratamentos
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As medidas da xeéugao de acetilenco foram iniciadas
30 dias ap0s © plantio para todos os tratamentos logo apds a
indugao das plantas do tratamento VQ' Os resultados dessas me
didas estao representados na Figura 17. Como pode ser cobser-—
vado, a atividade inicial foili igual para todos os tratamentos
até 50 dias apOs o plantio; a partir dessa idade os resulta-
dos variaram em atividade embora tenham acompanhado o mesmo pa
drao de curva para todos os tratamentos guanto ao pico e que-
da das atividades. O tratamento Ve foi o gue apresentou maior
atividade (82,5,mmoles,hmz.planta-}) entre 80 e 90 dias apds
o plantioc nesse periodo, as plantas estavam no estédiof%i(FO£
macac da vagem). O tratamento sem flores (-F), foi o gque a-
presentou menor atividade comparado com os demais tratamentos;
metade da atividade = encontrada para o - tratamento Ve

~

(42,5 pmoles.hmq.plantaHT}. ' 0s tratamentos V2 e Dias Longos

apresentaram atividades semelhantes: 60{365}£mﬁes.h"1,plmﬁa_1

respectivamente. Quando as plantas dos tratamentos V2 e VS a

tingiram o pico de atividade maxima entre 80 e 90 dias apbs o

plantic, as plantas dc tratamento V., estavam no estadio de de

2
senvoelvimento RE {enchimento do grao), e as do tratamento VS
estavam no estadio RS. A queda da atividade dos nodulos ocor

reu praticamente ac mesmo tempo para todos os tratamentos, 99
dias apbs o plantio, independente dos estadios de desenvolvi-
mento das plantas como pode ser observadce nos tratamentos V2

e V Nesse experimento, os dados foram concordantes com o©s

5 -
dados do primeiro experimento de controle da floracao (Figura
07). A partir dos 110 dias, as atividades apresentaram osci-

iacdes idénticas para todos os tratamentos (discutido adiante)

até as ultimas medidas aos 175 dias apoOs o plantio.



FIGURA 17

Taxa da reducido de acetileno no sistema de plan
tas intactas com 4 tratamentos: inducao nos es
tadios de desenvolvimento Vo (O—0); - Ve
( O—30); plantas com flores removidas  —-F

( &—4A ) e plantas em dias longos durante todo

© ciclo DL { 4—4 ).
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As medidas desse experimento (Figura 17) foram rea
lizadas nos periodos entre 30 e 175 dias apds o plantio. Os
dados climatologicos para o periodo de maior atividade dos nd
dulos estéo apresentados em apéndice. ©No periodo de 30 dias
gue antecedeu a atividade maxima (60 a 90 dias} a temperatura
média foi de 24,20C e energia radiante estimada (estufa) de
377,4 cal.cm_z.éia"T. No periodo entre 90 a 120 dias, .esses
valores foram.Zé,BOC e a energia radiante estimada (estutfa})

foi 363,09 cal.cm—z.diaui.



IV - DISCUSSAQ

Durante a realizacao desse trabalho, as medidas da
redugac de acetileno foram realizadas de preferéncia, com o
sistema de plantas intactas, isso porque foi partidc do pres-
supcsto gue sendo um método ndo destrutivo, as mesmas plantas
poderiam ser usadas para medir as variagoes em atividades du-
rante todo o seu ciclo. Para verificar se havia alguma dife-
renca na variabilidade das repetigées entre os sistemas intac
to e destacado fol calculado o CV para os dois casos; como pPo
de ser observado na Figura 03, n3oc houve diferencas, o que era
esperado uma vez que em ambos 0s casos as plantas foram cole-
tadas ao acaso. No sistema de plantas intactas, foi possivel
fazer uma analise da varifncia colocando as repeticdes em blo
cos, uma vez gue foram usadas as mesmas plantas durante todo
o experimento. Nesse casc (Tabela 05) foi observado gue o va
lor de F aumentou substancialmente; isso ocorreu devido ao fa
to gue, por exemplo, naguela repeticio em gue a atividade foi
mais alta na primeira idade, essa permaneceu mais alta em to-
das as demais idades. E evidente que no casc do sistema des-
tacado, nao foi possivel fazer esse tipo de anilise uma vez
que, em cada medida foram sempre utilizadas plantas diferen-

tes pelo fatoc do método ser destrutivo.

Embora ¢ sistema com plantas intactas tenha sido u-
sado em outros laboratdrios {LAWRIE & WHEELER, 1974; PEAT eof
af., 1981; IMSANDE & RALSTON, 1982; MALIK, 1983: PFEIFFER
el af., 1983}, as caracteristicas do mesmo variam muitc e O
sistema agui utilizado, naoc & igual a nenhum outro; uma das

principais diferencas estd no uso da vermiculita como substra
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to, sem,cixcalagéo forgcada de gases pelo sistema radicular, fi
cando portanto dependente da difusdo. Em fungéo dessas dife-
rentes caracteristicas, procurou-se sempre gue possivel, com-
parar o0 sistema intacto com © sistema de raizes destacadas tam
bém utilizado nesse trabalho. Entretanto a atividade regis-
trada com o sistema intacto nao foi inferior ao sistema de ral
zes destacadas livres de vermiculita (Tabela 03); peloc con-
trario, as atividades freguentemente foram um pouco mais al-
tas para o sistema de plantas intactas, sugerindo que a pre-
senca da vermiculita nac foi fator limitante na difusio do gas

até atingir o sistema radicular.

A técnica da reducac de acetileno é apoiada na hipo
tese gue a atividade da nitrogenase na3o é afetada por substra
tos nao fisiolégicos’como o acetilenc, e nem pelo produto eti
leno (HARDY et af., 1968; MAGUE & BURRIS, 1979). Por esse mo
tivo € uma técnica atualmente bastante utilizada para avaliar
a fixacao de nitrogénic em funcdc de sua alta sensibilidade e
facilidade de uso. Apesar dessas vantagens, a técnicaﬁmm1se2
do guestionada por MINCHIN et af. (1983); esses autores en-—
contraram gue raizes noduladas e nddulos destacados de varias
espécies de leguminosas testadas, inclusive a scja, a ativida
de da enzima nitrogenase mostrou uma gueda acentuada na pre-
senca de acetlleno com simultanea reducdc da respiraclo; a re
dugac ocorreu dentro de poucos minutos de exposicac ao aceti-
lenoc e continuou por 30 a 60 minutos. © usc de ocutros méto-
dos demonstraram gue & atividade inicial antes da queda, re-
presenta a taxa real de atividade da nitrogenase. Nesse tra-
balho, todas as medidas foram realizadas com o uso dessa téc-

nica, embora sem possibilidade de utilizacdo do eguipamento
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que permite realizar medidas de minuto em minutc da formagéo
de etilenc. Procurou-se entdo, avaliar o problema sempre fa-
zendo medidas de 10 em 10 minutos durante os primeiros 30 mi-
nutos. Nesses intervalos nao se verificou gueda significati-
va da atividade sugerindo com isso que o problema com o aceti
leno nao deve ter gido muito sério para cultivar Santa Rosa.
A Figura 02, mostrou esses resultados, e foi observado que am
bos os sistemas foram lineares durante a primeira hora. MIN-
CHIN eif af. (1983) também verificaram que em alguns cultiva-
res da mesma espécie, inclusive soja, o acetileno néo ocasio-

nou gqueda na atividade da nitrogenase.

Uma outra diferenca gue foi observada nos dois sis-
temas foli gque a atividad@ da nitrogenase no .sistema dintacto
manteve-se linear duxénte pelo menos 4 horas, enguanto gue ngo
sistema destacade fol linear apenas durante a primeilra Thora,
sendoc gue em seguida, ndoc se verificou mais atividade da enzi
ma. Talvez essa diferenga noc compertamento da curva para ©
sistema destacado tenha ocorrido em consequencia da auséncia
da parte aérea causando interrupcac do fluxo de fotoassimila
dos para os nddulos. Caso a ocorréncia fosse devida a, algum
ef&ito relacionado com a presenca do acetileno, resultados se
melhantes seriam esperados para o sistema intacte. Com esses
resultados ficou evidenciado gue os nodulos precisam de caboi
dratos para suas atividades. Evidéncias nesse mesmo sentido
foram obtidas por LAWN & BRUN (1974) guando constataram gque ©
anelamento impede ou diminui a transiocagéo de fotossintatoes
para os nodulos, causande um decréscimo superior a 50% na ati
vidade da nitrogenase em soja em apenas duas horas apds © ane

lamento. Da mesma forma, © estresse hidrico causou decrésci-
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me substancial na fixagdo de N, no mesmo intervalo de tempo,

como foi também verificado por SPRENT (1972}.

Os primeiros trabalhos sobre as variacdes na ativi-
dade de nitrogenase durante o ciclo da soja encontraram um ma
ximo logo apds a floracac, seguida por uma gueda acentuada du
rante a fase de enchimento do grao (KLUCAS, 1974; LAWN & BRUN,
1974; THIBODEAU & JAWOSKY, 1975; WILSON ef af., 1978). Pa-
ra explicar a queda da atividade foi aventada a hipOtese de
que os frutos desviam uma parcela dos fotessintatos para o seu
propric dreno, conseguentemente, prejudicando a atividade dos
nédulos. Essa "competigac" entre os frutos e nddulos pelos fo
tessintatos foi inicialmente uma tese bastante aceita para ex
plicar a gueda na atividade da nitrogenase (HARDY et af.,1971;
XLUCAS, 1974; LAWN &vBRUN, 1874; HUANG ¢f af., 1975; HAM et
af., 1976; SLOGER et af., 1976; BETHLENFALVAY ef al., 1978;
BETHLENFALVAY el af., 1979; DUKE ef af., 1979; PEAT ef af.,
1981; GARY & BRUN, 1982; RIGGLE e¢f af., 1984). Em primeiro
lugar, a atividade da nitrogenase € altamente dependente de f¢
tossintatos para fornecer a énergia necessaria para © seu fun
cionamento. Evidéncias a esse reéyeito gao abundantes na li-
teratura, por exemplo, manipulacoes da fotossintese como a re
ducaoc do nivel de luminosidade (ROCHA ef af., 1870; LAWN &
BRUN, 1974; CHING ef af., 1875; BETHLENFALVAY & PHILLIPS,
1977; MEDERSKI & STREERETER, 1877:; FINN, 1978; ANTONIW &
SPRENT, 1978; FINN & BRUN, 1980; SCHWEITZER & HARPER, 1980;
FARNHAM ¢f af., 1986}, retirada das foclhas {MOUSTAFFA e¢if af.,
196%; LAWN & BRUN, 1974; BETHLENFALVAY ¢if af., 1978; THIMANN
& SATLER, 1979; WITTENBACH, 198Z: PANDEY, 1983; PATTERSON

& LARUE, 1883; CRAFTS-BRANDER ¢i af., 1984} e outros +trata-
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mentos gue alteram a taxa fotossintética (SCHREVER, 1959; HARDY
& ‘HAV‘ELKA, 1973; HARDY & HAVELKA, 1975; QUEBEDEAUX e¢f ad.,
1975;  HAVELKA & HARDY, 1976). Em outros trabalhos a remogdo
das flores e dos frutos aumentaram a atividade da nitrogenase
(LAWN & BRUN, 1974; HAM e¢f gf., 1976; MEDERSKI.& STREETER,

1977; BETHLENFALVAY ¢i af,, 1878).

Por outro lado, estudos mais recentes {(muitos reall
zados apds o inicio desse trabalho), tém contestado a hipote-
se de competicao entre frutos e noédulos. Em primeiro lugar,
uma reducdc drastica do numero de frutos nem sempre influen-—
cia a gueda da nitrogenase (WILSON, 1978; MALIK, 1983; RIGGLE
et af., 1984), redugao do nivel de luminosidade (SPRENT &
BRADFCORD, 1876&; WASHUA & MILLER, 18978; SCHWEITZER & HARPER,
1980) ou a retirada parcial das folhas (CHU & ROBERTSON, 1974;
TEIFEN & VORST, 1975; SHELDRAKE & NARAYANAN, 19276}. Do mes-
mo modo, a retirada das flores e vagens podem nao levar neces
sariamente a um incremento na atividade da nitrogenase eru:ng
merc total das plantas (BRUN,;, 1576; NDUNGURU 2t af., 1876;

WILSON e¢f af., 1978; MALIK, 1983; RIGGLE et af., 1984).

&s evidéncias obtidas nesse trabalho apciam a idéia
mais recente de gue ¢ desvio de fotoassimilados pelos frutos
naoc & o suficiente para explicar a gueda na atividade da ni-
trogenase. Essa afirmagac baseou-se no fato gue, em dois ex-
perimentos (Figuras 07 e 17) a gueda da atividade ocorreu si-
multaneamente para plantas induzidas a florescer em idades di
ferentes. Entretanto, outras evidencias agui obtidas, apre-

sentaram resuliados conflitantes, o gue levou a ndoc descartar

totaiments =& hipdtese de competicdo em certas condigdes. I

|t

so decorreu do fato gue em um experimentc (Figura 69), feoi e

|¥3
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contrada uma esitreita relagéo entre a gueda da atividade dani
trogenase e a fase de enchimento dos gréos para plantas indu-
zidas a florescer em duas idades diferentes. Nos outros expe-
rimentos (Figuras 07 e 17), a gueda da atividade da nitrogena
se foi independente da época da floracgao, foxmagéo da vagem e
enchimento do grao, mesmo nos tratamentos de dias longes e flo
res removidas {(Pigura 17} onde néc houve presenca de estrutu-
ras reprodutivas. O pico de atividade maxima e o inicio da
gueda ocorreram com a mesma idade para todos os tratamentos in

dependentes das fases vagetaitivas ou reprodutivas.

Para explicar os resultados conflitantes, aparente-
mente a (nica diferenca notada entre Cs experimentos foli com
referéncia as condig¢Oes climaticas na época em gue esses fo-
ram conduzidos. Os éxperimentos nos quais a presenca dos fru
tos.néo teve nenhum efeito sobre a atividade da nitrogenase fo
ram conduzidos ne verao, nos meses de outubro a fevereiro {(Fi
guras 07 e 17) época normal de cultivo da soja. Por outro la
do, no experimento onde se'yerificou o efeito dos frutcs so-
bre a atividade da enzima, fol conduzidec fora de época nos me
ses de margo a maioc (Figura 09). Peios‘dados climatolégicos,
os experimentos conduzidos nc veraoc tiveram_ccndigées mais fa
voraveis em termos de luz e temperatura do gue © experimento
conduzido no outono (ver apendice - Tabelas 01, 02 e 03). Po
de-se inferir desses dados gue a capacidade fotossintética das
plantas cultivadas nc outonc foi mais baixa. Outros dades da
literatura mostraram efeitos inconsistentes dos frutos na gue
da da nitrogenase. Por exemplo PATTERSON & LARUE (1983} ob-
servaram gue em plantas de soja guando cultivadas em camaras,

os frutos influenciam na gueda da atividade da nitrogenase e
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guande cultivadas no campo, o0s Ifrutos pouce Influenciam.

SCHWEITZER & HARPER (1980) observaram gue, gquandoe aumentaram
a intensidade luminosa em plantas de soja induzidas a flores-
cer, a floragao ocorreu em duas idades diferentes e gue a gue-
da da atividade da nitrogenase independeu da presenca dos fru
tos. HNas plantas controle (intensidade luminosa normal), a
gqueda da atividade foil dependente da presenga dos frutos. Nes
ses dois trabalhos citados a manutengéo dos frutos teve efei-
toc positivo sobre a atividade da nitrogenase guando as condi-
¢oes luminosas foram menos favoraveis. Chegou-se portanto a
conclusao gue o desvio de fotoassimilados pelos frutos aparen
.temente pode afetar a atividade da nitrogenase, mas esse efei-
to nac se manifesta quando a capacidade fotossintética é

maior.

Um outro fator relacionado com a fotossintese e pro
vavelmente também com a gueda da atividade da nitrogenase €& a
relacdo fonte-drenc, uma vez que as folhas também sao Orgaos
gue participam ativamente da fixacdo de nitrogenio atraves da
fotossintese. Portanto, a remocdoc das folhas pode afetar sen
sivelmente 2 atividade da nitrogenase, uma vez gue as folhas
e caules tornam~se Orgacs armazenadores quandoc as vagens sao

removidas (WITTENBACH, 1982; CRAPTS-BRANDER et af., 1984).

Além da presenca dos frutos ter sido fregquentemente
assoclada com a gueda da nitrogenase, as fases iniciais de de
senvolvimento reprodutivo também pareceram estaremrelacionadas
com o aumento final da nitrogenase imediatamente anterior a a
tividade maxima. PEAT ¢f af. {(1981) cbservaram gue em muitas
leguminosas existe um aumento significante na atividade da ni

trogenase associado com a fase imediatamente apls a floracao
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e evidenciaram gque existe algum fator associado com a presen-
ca de estruturas reprodutivas, principalmente comas gemas flo
rais estimulando a atividade da enzima. Esse fator nao deve
ser o0 mesmo que & responsavel pela floragao, uma vez gue a re
mocio das flores anulou o efeito estimulatorio sobre a enzima,
os dados agui apresentados estdo de acordo com PEAT ef af.
{(1981) . Em varios experimentos foi observado um aumento acen
tuado na atividade da nitrogenase logo apés a floragaoc (Figu-
ras 03, 07 e 17) a nao ser no caso em gue as plantas floresce-
ram apbs a gueda daguela atividade (Figura 07, tratamento V.}.
Na Figura 17, fol constatado gue a xemogao das flores pratica
mente eliminou esse aumento, de forma gue a atividade maxima
foi menor nesse tratamento do gue nas plantas com a presenga

dos frutos.

Entretanto, as plantas mantidas em estado vegetati-
ve (Dias Longos) também apresentaram atividade da nitrogenase
mais alta do que as plantas sem frutos. PEAT el af. (1981},
também observaram ¢ mesmo resulta&o porém a explicagéo dada
foi gue a condicao de Dias Longos prgporcioneu mais luz para
a fotossintese gue por sua vez estimulou mais a atividade da

nitrogenase.

No trabalho agui realizado, essa explicagdoc € ina-
ceitavel, uma vez gue © periodo de maior intensidade luminosa
para © tratamento de Dias Longos nao envcelveu luz fotossinte-
ticamente ativa. Por ocutro lado, o cultivar Santa Rosa tem
crescimente do tipo determinado e, consequentemente, as plan-
tas induzidas a florescer param de crescer enguanto gue, as de
Dias lLongos continuam crescendo. Esse crescimento extra por

parte das plantas vegetativas, implica numa maior adrea fotog-
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sintética o gue poderia sustentar um aumento maior na ativida
de da nitrogenase. 2iém dissoc, © malor crescimento da parte
aérea implica num mailor consumo dos produtos de fixacao de N2
para sustentar esseé crescimento. RIGGLE el ak. (1984) sugeril
ram que a remocaoc dos produtoes da fixagao de N2 pode ser um
fator importante para assegurar atividades altas da nitrogena
se. Tal fendmeno pode +rambém explicar as atividades mais bail
vas da nitrogenase nas plantas com frutos removidos ({(Figura
17y. PEAT ot akl. {(1981) argumentaram que © efeito benéfico
lae estruturas reprodutivas sobre a atividade da niltrogenase
pode ser mais hormonal do gue um efeito dreno. Como pode ser
constatado, mais evidéncias sio necessarias para solucionar a

argumentacao.

Em concluséo, o efeito mais claro ao desenvolvimen-—
to reprodutivo sobre a atividade da nitrogenase fol © estimu—
1o dado pelas estruturas reprodutivas mais jovens. OsS dados
rambém sugerem gue a gueda nha atividade da nitrogenase em 50—
ja n&o ocorre em principic, em funcio de um desvio de fotos-
sintatos pelos frutos a nioc ser guando & relacac fonte-drenc:

esteja mais baixa.




YV - CONCLUSOES

As principais conclusdes tiradas desse trabalho fo-

ram as seguintes:

~ Plantas com flores removidas, apresentaram metade
da atividade guando comparadas as plantas com frutos, mostran
do gue a presenca do fruto jovem de alguma forma contribui po
sitivamente para a atividade dos nddulos. Portanto, a presen
ca destas estruturas € importante no processo de fixacgao deni

trogenio.

- As plantas com 50% de folhas removidas, apresenta
ram atividades mais baixas, semelhantes as das plantas semflo

res.

- 0s nodulos atingiram peso e guantidade maxima na
mesma epoca, de modo geral, correspondentes acs picos de ati-

vidades da enzima nitrogenase.

- Medidas de peso fresco e numerc de nodulos nao fo
ram parametros adeguados de avaliagaoc da fixacac de nitrogé-
nic, pelc menos guando ocorra variacdes na taxa de fixacao em

funcaoc de algum efeitce fisioldgico.

~ B gueda da atividade dos nodulos, provavelmente o
correu em consegueéncia de uma idade limite para o8 mesmos, in

dependente da ldade da planta.

~ A competicg@o entre frutos e nodulos por fotossin
tatos em plantas de soja nac foi o principal fator responsa-
vel pela gqueda na atividade da nitrogenase, embora possa ser

em certas condigdes mencs favoraveis.



VI - RESUMO

0 principal objetivo desse trabalho foil obter infor
macdes sobre a relagdo entre o desenvolvimento repredutive e
a atividade dos nodules. Com essa finalidade, foram utiliza-

da

&)}

plantas de soja noduladas induzidas a florescer em idades
diferentes. As plantas foram cultivadas em vermiculita, adu-
badas com solucdc nutritiva deficiente de nitrogénio e manti-
das em casa de vegetacdc. O controle da floracao foi feito
nos estadics de desenvolvimento Vz, VS e VS' Foram também rea
iizados tratamentos com flores removidas e plantas mantidas em

estado vegetativo (DL) durante todo o seu ciclo.

As medidas de avaliacdo da fixacdo de nitrogenio fo
ram realizadas com o sistema de plantas intactas o gual permi
fiu usar as mesmas plantas durante todo ¢ seu desenvolvimento.
Quandco essas medidas exiglam a guantificacdo e o peso fresco
dos nb&dulos, era utilizado o sistema de raizes destacadas. O
seccionamento da parte aérea foli feito scomente antes de ini-

ciar as medidas.

Os sistemas de plantas intactas e de raizes destaca
das apresentaram atividades semelhantes da enzima nitrogenase,
demonstrando que ambos os métodos sac plenamente confiaveis;
a vantagem do sistema intacto esta em poder utilizar as mes-
mas plantas durante todo o experimento. DoOS experimentos rea
iizados nesse trabalho, deis foram conduzides no verao, cujas
plantas induzidas nos egtadios vV, € VS apresentaram curvas de
atividades semelhantes, independentes da fase de desenvolvi-
mento xeproéutivo.Esaafetot&ﬁ_também‘cenfirmado pelos resulta

dos dos tratamentos sem frutos e plantas mantidas emestado ve



.65,

getativo, os guais nao modificaram a forma da curva.

Em ocutro experimento conduzido no outono, as plantas
com os mesmos tratamentos (V2 e VS) apresentaram picos de ati
vidades em idades diferentes, correspondentes & fase de desen
volvimento reprodutivo, ou seja de preenchimento do grdo. Des
sa forma, nas condicgtes desse experimento, foi obtida uma cla
ra relagao entre a presenca dos frutos e a gueda da atividade
da enzima nitrogenase. O comportamento diferente das plantas
nesse experimentc comparado com os demals foi atribuﬁﬂ:éSCOE

digoes menos favoraveis de luz e temperatura.

Degses resultados ficou evidenciado gue a competicao
entre frutos e ndédulos por fatossintatos em plantas de soja,
nédo € o principal fator responsadvel pela gueda na atividade da
nitrogenase, embora possa ser em certas condicdes menos favo-

raveis.



VII - SUMMARY

The main objective of this study was to obtain infor
mation on the relationship between reproductive development and
nodule activity. For this purpose, we used nodulated soybeans
induced to flower at different ages. The plants were grown in
vermiculite with a nutrient solution deficient innitrogen, and
maintained in a greenhouse. Flower induction was carried out
at the V:, VS and VS stages of development. Other treatments
included the removal of flowers and the maintenance of plants
in the vegetative state by growing them under long-dav condi-

tions.

Measurements of nitrogen fixation were made with an
intact plant system, %hich allows the use 0of the same plants
throughout the growth cycle. When these.measurements reguired
‘the simultaneous gquantification of nodule number and weight, a
detached root system was used, where the shoot was sectioned

immediatily before the measurements.

The intact and detached root systems gave similar
activities for nitrogenase, showing that one system i1s just
as reliable as the other. One advantage of the intact system
is the possibliity of using the same plants throughout the

growth cvcle.

-
+h

the experiments set up, two were carried out in
the summer, where plants induced in the v, and Ve stages produ
ced activity curves with similsr profiles and these for inde-
pendent of the stage of reproductive development. This conclu

sion was confirmed by the data of the other trsatments where

fruits were removed and plants maintained vegetative under long



days, since such treatments did not modify the nitrogenase ac

tivity curves.

In another experiment, carried out in the autumn,
plants induced at Vz and VS produced peaks of activity at
different ages corresponding to the reproductive phase, or es
pecifically to the pod-filling stage. Therefore, under the
conditions of this experiment at least, a clear relationship
was obitained between the presence of fruits and the £all in
nitrogenase activity. The different behaviour of the plants

in this experiment compared with the others may be due to the

less favcorable conditiens of light and temperature.

The main conclusion reached was that the competition
between the fruits and nodules for photeosynthates in soyvbeans
is not the main reason for the fall in nitrogenase activity,

although it could be in less favorable conditions.
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IX - APENDICE



<84,

TARELA 01 - Dados climatoldgicos dos dias das medidas da re
ducdo de acetileno referente a figura 07.
TEMPERATURA ENERGIA UMIDADE
PERIODO . . ,
MEX MTHN MEDTA RADTANTE RELATIVA
(estufa]
iias ©c Cal.cm %.dia” 3
40 & 60 31,8 12,0 25,4 4£408.,9 60,5
61 a 80 27,5 17,1 22,3 345,6 72,4
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TABELA 02 - Dados climatoldgicos dos dias das medidas da re

ducho de acetileno referentes a Figura 09.
TEMPERATURAS ENERGIA UMIDADE
PERIODOS '
MAX MIN. MEDIA RADIANTE RELATIVA

{Estufa}
— =1

dias °c “c e cal.cm 2 @iz %

46 a 65 26,8 17,2 21,7 227,4 76,7

66 a 85 25,3 13,3 19,3 265,3 73,0




TARELA 03 - Dados climatologicos dos dias das medidas da re-

ducio de acetileno referentes & Figura 17.

TEMPERATURAS ENERGIA UMIDADE
PERIODO i RADTANTE RELATIVA
- MAX. MIN.  MEDIA + >
{estufa)l
dias c “c °c cal.cri?.aia %
60 a 90 30,1 18,4 24,2 377,4 63,7

a0 a 120 25,3 19,4 24,9 363,89 67,8




TABELA

.87.

Descrigac dos estadios do desenvolvimento de plantas de soja

Glycine max.

Estadios

Yo

‘!b?

(L.) Merril segundo FEHR e¢f af. (1971).

Descrigég
cotilédones abertos
folha primaria "aberta"
12 folha trifoliclada "aberta"
28 folha trifolioclada "aberta"

3& folha trifoliolada "aberta"

nn folha trifoliclada "aberta®
Uma flor aberta
Flor aberta no nd imediatamente aba%

%o do nd meis zlto com folha "aberta®

Vagem de 0,5 cm num dos 4 nds mais

altos com folhas "abertag®

Vagem e 2 cm num dos 4 nos mais al-

tos com folhas "abertas®

cio 40 desenvolvimento das semen-

F=4

I

t b
tn

(=

dest.

55% das vagens marrons (-~ maturidade

para Tins de colheita}



