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I 

Entre as plantas agriculturalmente importantes, que 

presentemente alimentam o mundo, destaca-se a soja como a mais 

importante oleaginosa em produção sob cultivo extensivo. A so 

ja produz mais proteína por hectare que qualquer outra planta 

cultivada. As qualidades como fonte de calorias fazem desta 

leguminosa o alimento básico potencial na luta contra o espec 

tro da fome, que já se vislumbra em certas áreas densamente po 

pulosas e menos desenvolvidas. Portanto, o desenvolvimento de 

novas áreas de produção e a difusão do consumo de soja podem 

ser fundamentais para o suprimento alimentar diário de grande 

parte da população nas diferentes latitudes (BOHETTI, 1981). 

Apesar da introdução da soja no Brasil datar do sé- 

culo passado, somente a partir de 1970 é que essa cultura ga- 

nhou grande impulso, com uma produção atualmente de dez mi- 

lhões de toneladas de grãos. Hoje a utilização da soja no Bra 

sil concentra-se no óleo, margarina, torta e farelo. A pes- 

quisa está procurando encontrar melhores opções para permitir 

um maior consumo, especialmente na alimentação humana. Assim, 

estão sendo desenvolvidos trabalhos no sentido de se encon- 

trar-as melhores cultivares para a fabricação de farinhas, ex- 

tratos proteicos e consumo "in natura". Espera—se desse modo, 

melhorar a dieta alimentar de boa parte da população e aumen- 

tar a utilização da soja, criando no País um mercado capaz de 

absorver boa parcela da crescente produção brasileira (KASTER 

& BONATO, 1981). A espécie Gtí/cine max, - utilizada nesse tra 

balho, destaca-se pela sua importância em proporcionar alimen 

to ao homem, com elevado valor nutricional em forma de proteí. 

na e óleo. 
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Durante a fase inicial de crescimento, as plantas ne 

cessitam de um abundante suprimento de compostos nitrogenados 

essenciais aos processos gue resultam na síntese de proteínas, 

ácidos nucleicos, pigmentos, nucleõtides de piridina, etc. E£ 

sas substâncias são produzidas a partir da incorporação do ni. 

trogenio inorgânico nos esqueletos de carbono resultantes do 

metabolismo dos carboidratos {MAGALHÃES, 1981). 

Na soja, a fonte de nitrogênio orgânico para o de- 

senvolvimento da plântula está contida, principalmente, nas re 

servas cotiledonares. A partir do momento em que o organismo 

se torna autotrófico pelo desenvolvimento do sistema fotossin 

tético, a síntese dos compostos nitrogenados passa a depender 

da absorção e assimilação do nitrogênio mineral contido no so 

lo. Somente mais tarde, devido o estabelecimento da simbiose 

com as bactérias fixadoras do nitrogênio do ar, as plantas pas 

sam a depender progressivamente menos do nitrogênio dissolvi- 

do, que até então era absorvido pelas raízes {MAGALHÃES, 1981). 

Dentre as plantas cultivadas, o sistema simbiõtico 

Rh^ízobsíutr, £,ígum-íno.ó<ze é o que mais benefxcios diretos tem tra 

zido ao homem, pois além de dispensar a aplicação de fertili- 

zantes nitrogenados, constitui o meio mais economico e promis- 

sor para a obtenção de alimentos ricos em proteínas. A impor 

tância do nitrogênio como precursor de proteínas e a alta de- 

manda de alimentos associados ã escassez mundial daquele nu- 

triente, enfatizam a importância de melhor aproveitamento da 

fixação simbiótica. Como se sabe, atualmente o mundo vem en- 

frentando séria crise de energia resultante do aumento exces- 

sivo do preço do petróleo, matéria—prima principal para a ob- 

tenção de hidrogênio a ser utilizado na formação da amônia pe 
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Ia fixação química do ^ • Por isso, a fixação biológica do di 

nitrogênio constitui uma das principais linhas de pesquisa com 

o objetivo de aumentar a retenção de nitrogênio no solo em for 

mas orgânicas complexas, com a liberação lenta e contínua de 

nitratos pela nitrificação (FREIRE & VIDOR, 1981). No caso da 

soja, existem evidências de que a fixação pode suprir 70% ou 

mais da sua necessidade total de nitrogênio para produção em 

níveis satisfatórios (LOPES & GIARDINI, 1981). 

Vários fatores podem limitar a fixação de nitrogê- 

nio em vários níveis de organização da planta, tais como os fa 

tores ambientais; água, luz, 0^ no solo, temperatura, pH do 

solo e elementos minerais (fosfato, cálcio, etc.) (LAWRENCE, 

1980). Muitas leguminosas são sensíveis ao efeito da tempera 

tura na nodulação e fixação de nitrogênio; particularmente no 

caso da soja {GtyaÁ-ne. max. (L) Merril) , a temperatura tem efei 

tos na raiz, crescimento da planta e nodulação, limitando as- 

sim a fixação de nitrogênio (ROUGHLEY, 1970; GIBSON, 1971; 

MINCHIN e-t ai., 1976; BiVLANDREAU & DURCEF, 1980). 'TRANG 

GIDDENS (1980) verificaram que a fixação simbiõtica de N2 em 

leguminosas depende essencialmente da planta hospedeira e da 

linhagem de RhÁ.zobxam associado, onde ambos estão sujeitos a 

variações genéticas e influências ambientais.. A quantidade de 

nitrogênio fixada sixnbioticamente seria portanto variável de 

acordo com o crescimento e condições da planta. Embora o in- 

teresse primário do agricultor seja a simbiose da leguminosa 

com o Ukxzoblam, o estudo da fixação de N2 a nível molecular 

tem sido feito mais com bactérias fixadoras tipo Azcbaciet ut 

nttandÃ.1, Kl&b-íxella pnzumon-íae,, etc., uma vez que as enzimas 

para todas as fontes são muito similares e acredita-se que as 



.4. 

enzimas do Rh-ízob-Lum respondam aos controles do mesmo modo 

(LAWRENCE, 1980). 

A resposta da planta de soja para o nitrogênio é con 

fundida pela habilidade da planta em utilizar tanto NO^ como 

o 1^2* O nitrato é considerado a fonte primária de nitrogênio 

disponível para o solo. A absorção do nitrato, e subsequente 

redução pela redutase de nitrato, é o caminho primário da uti^ 

lização do nitrato do solo {HARPER & HAGMAN, 1972) . A utili- 

zação do N2 através da relação simbiótica com o Ríitzobtum ja- 

ponÁcum ê o segundo caminho mais utilizado de entrada do ni- 

trogênio em plantas de soja. 0 processo de fixação nessas plan 

tas, normalmente, é iniciado 20 a 30 dias após o plantio (HAR 

DY et aZ., 1971). 

A fixação biológica do nitrogênio é um processo que 

se caracteriza por uma alta demanda de energia, em geral supe^ 

rior a 12 moléculas de ATP por molécula de ^ reduzida (DIXON, 

1975; YATES & EADY, 1980), bem como de elétrons resultantes 

da oxidação dos fotoassimilados da planta hospedeira (HARDY & 

HAVELKA, 1976). A disponibilidade de . fotoassimilados nos nõ~ 

dulos é um fator imprescindível para que ocorra a fixação de 

N2 pelos sistemas simbiõticos (QUISPEL, 1974; HARDY & HAVELKA, 

1976). Consequentemente, pode haver um consumo pelos nódulos 

de até 30% dos fotossintatos produzidos pela planta e, se a 

simbiose não for eficiente, haverá redução do potencial de pro 

dução das leguminosas (SCHÜBERT & RYLE, 1980). 

Existem muitas evidências na literatura que demons- 

tram uma relação estreita entre a atividade da nitrogenase e 

a fotossíntese, principalmente em estudos onde foram efetuadas 

manipulações da taxa de fotossíntese ou a translocação de fo- 
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tosslntatos, ocorrendo mudanças paralelas na atividade da ni- 

trogenase. Tratamentos que ocasionam decréscimo na fotossín- 

tese causam diminuição da taxa de fixação de nitrogênio. LAWN 

& BRUN (1974) demonstraram tal relação em soja com o desfolha 

mento parcial das plantas. BETHLENFALVAY ai aí. (1979) veri- 

ficaram também esse fenomêno após pulverizar as folhas com Ben 

tazon, um inibidor da reação de Hill. Da mesma forma, quando 

a translocação de fotossintatos para os nõdulos é impedida pe 

lo anelamento (LAWN & BRUN, 1974) , ou diminuída através de um 

estresse hídrico (SPRENT, 1972), há um decréscimo substancial 

na fixação de nitrogênio. LAWN & BRUN (1974) constataram um 

decréscimo superior a 50% na atividade da nitrogenase em soja, 

apenas duas horas após o anelamento. A redução parcial ou to 

-i-si do nível de luminosidade reduz o peso dos nódulos, a ati- 

vidade da nitrogenase, a concentração de nitrogênio total da 

planta, teor de sacarose e nível de ATP nos nõdulos (ROCHA ei 

ai., 1970; CHXNG eí al., 1975; BETHLENFALVAY & PHILLIPS, 

1977; ANTONIW & SPRENT, 1978). A retirada das folhas tem e- 

feito semelhante ao da redução da luminosidade (MOUSTAFFA &t 

al.f 1969; PANDEY, 1983; PATTERSON & LA RUE, 1983). Por ou- 

tro lado, tratamentos que aumentam a fotossíntese promovem a 

fixação de nitrogênio. O cultivo de soja num ambiente mais ri. 

co em CO2 ocasiona aumento substancial na fixação de nitrogê- 

nio (HARDY & HAVELKA, 1975); aumentos da intensidade lumino- 

sa também tem efeito semelhante (LAWN & BRUN, 1974; HARDY & 

HAVELKA, 1976). Queda na taxa de fotorrespiração através da 

diminuição da pressão parcial de oxigênio também favorece a fi 

xação de nitrogênio em soja (QUEBEDEAUX t-í al. , 1975). Atra- 

vés da técnica de enxertia, STREETER (1974) conseguiu aumentar 

a fotossíntese total em plantas de soja, com o aumento da par 
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te aérea da planta enxertada, o gue ocasionou aumento na ati- 

vidade da enzima nitrogenase. HARDY e-t at. (1968) verifica- 

ram que em soja, hã uma relação direta entre intensidade lumi 

nosa e a fixação de N2, Para esses autores, a disponibilida- 

de de fotoassimilados ãs plantas, atua indiretamente no aumen 

to da atividade dos nõdulos ao promoverem o seu crescimento em 

geral. Entretanto, WHEELER (1971), HAM ei ai. , (1976), CRALLE 

& HEICHEL (1981) sugerem em seus trabalhos que a atividade da 

enzima nitrogenase aumenta quando se eleva a razão "fonte-dre 

no", e que decresce quando esta razão e diminuída. WHEELER 

(1971) observou uma queda em torno de 50% na atividade dessa 

mesma enzima em AlnuÁ, quando o fluxo de fotoassimilados foi 

interrompido pelo anelamento do caule. HAM zt ai., (1976) tam 

bém observaram queda -na atividade da nitrogenase quando subme 

teram plantas de soja ao sombreamento ou ao desfolhamento. 

CRALLE & HEICHEL (1981), promoveram o desfolhamento em Medica 

go òatlva e Lotuá aoAnlculatuò, e obtiveram os mesmos resulta 

dos encontrados para soja com o desf olhamento. Entretando, nejs 

se caso, a queda na atividade ocorreu dois dias após o desfo- 

Ihamento com subsequente recuperação 10 a 21 dias após, quan- 

do o crescimento vegetativo foi reiniciado. Aqueles autores 

observaram ainda, que a recuperação da atividade foi mais rá- 

pida nas plantas com menor número de folhas removidas. 

A quantidade de N2 fixada pela simbiose com o Rhlzc 

blum ê de interesse fundamentalmente prático no cultivo da so 

ja, para o aumento da disponibilidade de nitrogênio na agricul 

tura. Essa quantidade pode ser medida pela atividade da en- 

zima nitrogenase através da técnica de redução de acetileno 

(HARDY al., 1968). Através da utilização dessa técnica. 
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foi verificado que a fixação de é iniciada logo após a no- 

dulação, geralmente em t:orno de 20 a 30 dias após o plantio. 

A atividade aumenta substancialmente durante o desenvolvimen- 

to da planta, atingindo seu ponto máximo durante a fase reprc> 

dutiva logo após a floração (THIBODEAU & JAWORSKI, 1975). Em 

seguida ocorre uma queda 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 enzimãtica 

associadas ao desenvolvimento reprodutivo da soja, e de ou- 

tras leguminosas; uma é o aumento da atividade logo após a 

floração, e a outra é a queda que vem a seguir. 

Em muitas leguminosas agriculturalmente importantes, 

a taxa de fixação de nitrogênio aumenta marcadamente na fase 

próxima da floração, diminuindo rapidamente em seguida duran- 

te o período de crescimento da semente ÍPEAT zt at., 1981) . En 

tretanto, a causa do aumento da fixação próximo do momento da 

floração não é conhecida em leguminosas de pastagens, apesar 

3esse fenômeno ser generalizado; o mesmo foi constatado em er 

vilha (Ptòum ia^tivurn), Cowpea {V^gna ungiiZculata) , Soja (G&y- 

c-inz max S , amendoim i Atucíii-ò hypcgza.) , fava (i/t cia £aba} , tre 

vo (Tt-íf) otium Azpzn-ò ) e Mzdx,cago Áatdvci, (HARDY zt at. , 1971; 

LAWN & BRUN, 19 74; BETHLENFALVAY & PHILLIPS, 1975; MASTERSON 

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

LAWRXE a WHEELER (1974) ; PE AT zt al. , (1981) veri- 

ficaram que alguns fatores associados com a presença de estrti 

turas reprodutivas, particularmente o botão floral, pode pro- 

mover a fixação de nitrogênio no inicio da fase reprodutiva, 

apesar do fato de que a semente, durante seu rápido crescimen 

to, pode competir sucessivamente com os nódulos e raízes pe- 
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los fotossintatos, resultando na gueda da taxa de fixação. O 

fato da fixação de nitrogênio diminuir guando as estruturas re 

produtivas da planta são rremovidas, sugere gue o estímulo da 

floração não é o responsável pelo aumento da fixação durante 

essa fase, pois se assim, fosse, a remoção das partes reprodu- 

tivas teria apresentado pouco ou nenhum efeito. LAWRIE & 

WHEELER, (1974} observaram em ervilha gue a remoção das flo- 

res causou a gueda na atividade da enzima nitrogenase e indu- 

ziu um crescimento vegetativo anormal. HARDY <Lt aí., (1968) 

encontraram gue a remoção dos frutos jovens em soja ocasionou 

a gueda inicial da fixação acompanhada da parada no crescimen 

to dos nõdulos. 

A guantidade de Nj fixada, medida através da ativi- 

dade da nitrogenase, e a duração de cada fase sasonal pode va 

riar com espécies de legumínosas, cultivar, linhagem de Rh-izo 

b-ium e condições ambientais. Por exemplo, a remoção de botões 

florais ou vagens durante o crescimento vegetativo causa redu 

ção do crescimento da parte aérea e da raiz proporcionalmente, 

induzindo um aumento específico no peso da folha e da área fo 

liar também de forma proporcional. Esse fato pode ser devido 

â ausência de drenos reprodutivos para fotossintatos. Isso é 

visto como sendo causado provavelmente pelo atraso na elonga— 

ção do caule em termos de comprimento de internos no número de 

nós, e produção de ramos. Possivelmente, hormonios vegetais 

estejam envolvidos em ambos fenômenos, o gue pode explicar o 

rápido aumento na taxa de fixação de nitrogênio próximo da fio 

ração gue estaria de acordo com as conclusões gerais de outros 

trabalhos com soja (BETHLENFALVAY al., 1978} e com outras 

espécies de leguminosas. (PATE, 1966; LAWRIE & WHEELER, 1974). 
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Vários autores (LAWN & BRUN, 1974; LAWRIE&WHEELER, 

1974; THXBODEAU & JAWORSKI, 1975; GIBSON, 1977; BAIRD & 

WEBSTER, 1982), sugerem que a possível explicação para a que- 

da da atividade dos nõdulos no estádio reprodutivo estaria no 

suprimento de fotoassimilados aos mesmos, o que é limitado pe 

la competição dos frutos e sementes em desenvolvimento. Es- 

sa hipótese baseia-se na existência de forte correlação que e 

xiste entre a disponibilidade de fotossintatos e a taxa de fi 

xação de nitrogênio (discutida acima) , ligada ao fato de que 

existe uma coincidência entre o preenchimento do grão e a que 

da da atividade da nitrogenase. Além do mais, a retirada dos 

frutos atrasou a queda da atividade dos nódulos como verific^ 

da por LAWN & BRUN, 1974; HAM et ai. r 1976; BETHLENFALVAY et 

at., 1978, o que representou uma evidência mais direta para a 

hipótese. Portanto, o desvio de fotoassimilados para os fru- 

tos pode estar de acordo com esses autores, quanto ao motivo 

principal para a queda na atividade da nitrogenase. MORRIS 

(1982) , entretanto, sugere que a utilização de assimilados nas 

plantas é regulada por hormônios e propõe que a taxa de impor 

tação de assimilados em direção aos drenos é dependente da con 

centração de sacarose nesses tecidos, cujo controle éfeito pe^ 

la invertase. Os níveis dessa enzima, por sua vez, são con- 

trolados por hormônios, que no caso específico de Phaòeoluò 

viítQ&fitè parece ser o ácido indol acético, sugerindo assim, 

que o efeito dos hormônios sobre a importação de assimilados 

pelos drenos pode ser mediado por essa enzima. 

A literatura mostra que existem muitas evidências a 

favor e contra a hipótese de competição pelos fotossintatos. 

Por exemplo, manipulações visando alterações das fontes e dre 
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nos tem fornecido evidências a favor, enquanto fatores modula 

dores d.a atividade da nitrogenase têm contrariado a hipótese. 

A intensidade luminosa pode afetar tanto o crescimento quanto 

a fixação de nitrogênio em leguminosas, fato esse relacionado 

com o fornecimento de fotossintatos para os nõdulos (GIBSON, 

1971; HARDY & HAVELKA, 1975; BETHLENFALVAY e* ai., 1977; LA 

TIMORE eX at., 1977; WASHUA & MXLLER, 1978). Por outro lado, 

há experimentos em que a fixação biológica de nitrogênio não 

foi prejudicada com a redução do nível 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 não levar ne- 

cessariamente ao incremento na atividade da nitrogenase e N 

total das plantas (BRUN, 1976; NDUWGURU eX ai.r 1976; WILSON 

eX ai., 1978; MALIK, 1983; RIGGLE eX al., 1984). 

Como pode ser observado através da literatura acima 

citada, há evidências contraditórias quanto ã hipótese de com 

petição pelos fotossintatos entre frutos e nódulos, para ex- 

plicar a queda na atividade da nitrogenase. Há grande inte- 

resse em se conhecer os mecanismos para essa queda, uma vez 

que pode ser um fator limitante na produção de grãos (MALIK, 

-1983) . De fato, ABU-SHAKRA aX al. (1978) demonstraram que mu 

tantes de sois com senescência foliar atrasada (folhas ainda 

verdes quando os frutos atingiram a maturidade) apresentaram 

alta atividade da nitrogenase durante toda fase de enchimento 

dos grãos, sugerindo que tal característica poderia aumentar 

o rendimento da cultura. 

A soja e uma planta que floresce em dias curtos 
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{KARL, 1969). O cultivar Santa Rosa utilizada nesse trabalho 

florece aos 32 dias, após a exposição da planta a 4 ciclos de 

fotoperíodo de 9 horas durante a fase inicial do crescimento 

{MIRANDA & SODEK, 1982). A curta duração da indução evita con 

fundir efeitos da floração com efeitos sobre a fotossxntese em 

diferentes tratamentos, onde um tratamento prolongado em dias 

curtos implica numa redução da capacidade fotossintética da 

planta 

0 objetivo desse trabalho foi averiguar se a queda 

da atividade da nitrogenase em soja está relacionada com uma 

competição pelos fotossintatos entre frutos e nõdulos. Para 

essa averiguação foram comparadas atividades da enzima nitro- 

genase em plantas de diferentes idades quando induzidas a fio 

vescer . 



II - MATERIAL E MÉTODOS 

1. Material vegetal e condições de cultivo 

Para a realização desse trabalho foram utilizadas se 

mentes de soja (Gtt/ctítÊ í31íxx(L.) Merril) cv. Santa Rosaf forne- 

cidas pelo Instituto Agronômico de Campinas (IAC) . As semen- 

tes passaram por um exame de pureza, foram lavadas em água de_s 

tilada durante 3 minutos,- aquelas puras foram colocadas para 

germinar em vasos de plástico com capacidade de 3 litros, colo 

cando—se 4 sementes por vaso. Como substrato foi utilizada ver 

miculita intensivamente lavada para evitar qualquer contamina- 

ção. Quando as plantas atingiram o estádio de desenvolvimento 

V0 (escala de FEHR eí- aí., 1971 - ver apêndice), foi feito o 

desbaste ficando uma planta em cada vaso. Para a obtenção de 

plantas noduladas foi feita a inoculação de cada planta, ainda 

no estádio V0, com 2 ml de uma suspensão de Rhlzoblum japonlcam 

estirpe SMS-463, fornecida pela Seção de Microbiologia do Solo 

do IAC. Após a inoculação iniciou—se o tratamento com solução 

nutritiva deficiente em nitrogênio, preparada como descrita a 

seguir: 

MACRONUTRIENTES MZCRGNUTRIENTES 

KH2PQ4 

k2sg4 

Mgso, 

CaSQ, 

3 J 

MnCl2.4H20 

ZnS04.7H20 

CuS04.5H20 

H2moo4,H2O 

2860 mg/l 

1810 mg/l 

FeSo4.7H20 

+ EDTA. Na_. 

29,4 mg/l 
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As plantas foram mantidas em casa de vegetação, com 

adição duas vezes por semana de 200 ml de solução nutritiva em 

cada vaso. A irrigação com água foi feita de acordo com a ne 

cessidade da planta. 

Vários experimentos foram instalados para a realiza 

ção desse trabalho, os quais constaram dos seguintes tratamen 

tos: plantas induzidas a florescer nos estádios de desenvol- 

vimento ^5 e V8 aplicando-se fotoperíodos curtos de 9 ho- 

ras durante 4 dias. Dentro do grupo de plantas induzidas a 

florescer no estádio , foram incluídos tratamentos para dej3 

tacar os botões florais e para destacar 50% das folhas alter- 

nadamente. Outro tratamento foi destinado a manter as plan- 

tas em dias longos durante todo o seu ciclo. Além do contro- 

le da floração, a aplicação de fotoperíodos curtos leva a ob- 

tenção de plantas de pequeno porte, bastante uniformes. Após o período 

de indução as plantas foram utilizadas para as devidas avaliações. 

Um controle fitos sanitário foi efetuado a cada 15 

dias com pulverizações utilizando as soluções de Decis (0,3 ml/D 

e Ostation (0,5 ml/l). 

Os três principais experimentos foram montados nas 

seguintes épocas: o primeiro no dia 10 de setembro de 1984, o 

segundo no dia 22 de fevereiro de 1985 e o terceiro no dia 30 

de setembro de 1985. As condições climáticas registradas pe- 

lo IAC nessas épocas, estão representadas em tabelas no apên- 

dice . 
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2. Me-todologia 

2.1. Atividade da enzima nitrogenase, utilizando os sis- 

temas de plantas intactas £ raízes destacadas 

A enzima Nitrogenase , responsável pela redução do.ni_ 

trogenio atmosférico â amônia, também cataliza a redução do a 

cetileno a etileno. Para avaliar a fixação simbiõtica de ni- 

trogênio em plantas de soja foi utilizada a técnica de redu- 

ção de acetileno (HARDY al. , 1968). Essa técnica ê apoia- 

da na hipótese de que a atividade da nitrogenase não é afeta- 

da pela alteração do substrato, ou pela alteração do produto 

final (HARDY zt at. , 1968). Para o uso dessa metodologia foi 

exigido que o sistema fosse hermeticamente fechado, portanto, 

foram vedados os furos dos vasos (saída de água) com fita cr<s 

pe, envolvidos em sacos de plástico transparente, protegidos 

em volta do caule com massa de modelar, e fechado com elãsti. 

co firmemente apertado próximo às folhas cotiledonares. Essa 

técnica foi utilizada para os dois sistemas, plantas intactas 

e raízes destacadas (Figura 1, A e B). As medidas para plan- 

tas intactas foram realizadas sempre com as mesmas plantas du 

rante todo o desenvolvimento, enquanto que, para o sistema de 

raízes destacadas, foram utilizadas plantas novas a cada medi. 

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

2.2. Medidas da redução de acetileno 

As medidas de redução de acetileno foram iniciadas 

com a retirada de 80 ml de ar de cada vaso e injetado o mesmo 

volume do gás nos mesmos. Após um período de incubação de 10 

minutos, foram iniciadas as medidas que se prolongaram por 2 

horas. 



FIGURA 01 - Ilustração dos sistemas utilizados para as medi- 

das da redução de acetileno em plantas intactas 

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

a - massa de -modelar; 

b - borracha para injetar acetileno; 

c - fita crepe; 

d - saco de polietileno; 

e - furos do vaso 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 ate o tempo final (2 ho 

ras) . As alíquotas analisadas eram de 0,5 ml retiradas da at- 

mosfera do vaso com o auxílio de uma seringa de 1 ml através de 

uma borracha firmemente aderida no saco plástico (Figura 01), 

e injetadas no cromatõgrafo a gás para a determinação do etile 

no produzido. Todas as medidas foram acompanhadas do padrão de 

etileno e acetileno. O cromatõgrafo a gás utilizado foi da mar 

ca Varian, modelo 2240-D equipado com uma coluna de Poropak N, 

de 1m x 0,2 cm (d.i). O forno do aparelho foi mantido a 110oC, 

o injetor a 140oC e detector (tipo lonização de chama) a 150oC. 

Os fluxos dos gases foram os seguintes: ^ (gás de arraste), 

40 ml/min.; 40 ml/min. e ar 1600 ml/min. . O tempo de re- 

tenção situou-se entre 35 a 40 segundos para a salda de etile- 

no e de 50 a 55 segundos para a sarda de acetileno. A saída 

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

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

2.2.1. Cálculo da taxa da redução de acetileno 

O pico registrado para acetileno foi utiliza 

do como um padrão interno, uma vez que a concentração desse 

gás dentro do vaso diminuiu de forma insignificante durante a 

incubação (Tabela 01). Dessa forma, a quantidade de gás regijs 

trada pelo cromatõgrafo, serviu para acusar eventuais vazamen- 

tos do vaso, além de verificar variações no volume exato da a- 

mostra injetada para análise no cromatõgrafo, permitindo que os 

picos de etileno pudessem ser corrigidos para um volume fixo de 

injeção. A análise de uma quantidade padrão de etileno permi- 

tiu transformar os dados (altura dos picos) em /imoles de aceti- 

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

tidas no próprio vaso de cultivos. 

Tempo de Plantas Raízes 

exposição Intactas Destacadas 

min • % acetileno % acetileno 

30 100 100 

60 81 ,2 85,7 

90 75 114,2 

720 87,2 100 

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; 

„ i i i c X Vol. ensaio 60 1 1 I / l 3 m * '        """ ^ ^ '     
Y 0,5 ml (Vol. injetado) *r 1000 

onde: 

_i _ i 
Z = valor do acetileno reduzido em jumoles.h .planta 

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

explicação acima). 

Y = altura do pico de etileno padrão, sendo que, 0,5 ml de e 

tileno padrão preparado a 500 ppm contêm 11,15 nmoles. 

T = tempo de incubação em minutos 

^ - Medidas de peso fresco 

Em alguns -experimentos realizados com sistema de raí^ 

zes destacadas, foram feitas medidas da atividade enzimãtica a 

companhadas das medidas do peso fresco da parte aérea, dos nõ- 

dulos e do sistema radicular de cada planta. Os nõdulos foram 

separados manualmente após a remoção do excesso de vermiculita 

do sistema radicular e lavados em água corrente para retirar a 

vermiculita aderida. 

4. Analise estátistica 

Para comparar o efeito da floração na fixação de ni- 

trogênio foram realizados diferentes tratamentos de indução 

(controle do fotoperíodo) em plantas de soja mantidas intactas. 

Os dados foram analisados através,de análise da variância e 

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

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

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

ça mínima significativa (DMS) para alguns pontos da curva de a 
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tividade da enziiua nitrogenas©. Kíos gráficos, a representação 

dos valores foi feita através de barras verticais ou separada- 

mente em tabelas. 

5. Energia radiante 

Os cálculos para energia radiante, foram feitos se- 

gundo OMETTO (1968), eomo mostrados a seguir: 

Para PRIMA.VERA—VERÃO 

Q1 = Qo (0,25 + 0,5 |) 

Para OUTONO-INVERNO 

Q1 = Q0 (0,28 + 0,51 |) 

onde: 

O _ 1 
Q1 = Radiaçao global em cal.cm .dia 

O —1 
Qq = Radiaçao no "topo" da atmosfera em cal.cm .dia 

n = Número real de horas de insolação 

N = Número possível de horas de insolação 

Os valores de N e Q0 foram extraídos da Tabela 02 e 

o valor de foi corrigido para a estufa, considerando uma 

transparência de 68% determinada através do (VXLLA 

NOVA, 1974) . 





III - RESULTADOS 

1. Experimentos preliminares 

Inicialmente vários experimentos foram montados com 

a finalidade de se verificar as condições apropriadas para o 

uso da técnica de redução de acetileno com o sistema de plan- 

tas intactas. Para o uso dessa técnica, era essencial que o 

v ; stema fosse hermeticamente fechado para evitar possíveis va 

zamentos do gás. O uso de raízes destacadas em frascos de vi 

dro é uma técnica bastante conhecida e usada nas medidas de re 

dução de acetileno, devido ã facilidade de vedar o sistema com 

o uso de tampas de borracha. Entretanto, o uso do sistema de 

raízes destacadas nas medidas de redução de acetileno apresen 

ta a desvantagem que a planta é destruída após a medição, en- 

quanto que o uso do sistema intacto permite fazer medidas de 

avaliação da fixação de nitrogênio durante todo o ciclo daplan 

ta, sempre utilizando o mesmo material vegetal. O maior pro- 

blema com o sistema intacto foi conseguir total vedação em tor 

no do caule da planta; para tanto, o vaso foi envolvido em sa 

co plástico e fechado em torno do caule com massa de modelar 

e elástico (ver descrição em material e métodos, página 14). 

1.1. Comparação entre o sistema intacto e destacado (vaso) 

Para verificar a eficiência do sistema intacto, foi 

feita uma medida de redução de acetileno comparada com a med^l 

da feita com o sistema de raízes destacadas, montado no próprio 

vaso de cultivo, o que tornou desnecessária a manipulação com 

o sistema radicular. As taxas de redução de acetileno obti- 

* 


