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COMISSAO III - BIOLOGIA DO SOLO

EFEITO DO NITROGENIO MINERAL NA ATIVIDADE DA NITROGENASE E
NITRATO REDUTASE, DURANTE O CICLO DA SOJA NO CAMPO (%)

A.A. FRANCO (3); 0.0.M. DA FONSECA (®) & L.LE. MARRIEL (¥

RESUMO

Em experimento de campo, com seis repeticoes, foi estudado o efeito de quatro niveis de
adubacao nitrogenada nas atividades das enzimas nitrogenase (N, -ase) e nitrato-redutase (NR-ase)
na acumulacao de nitrogénio nas plantas e na producao de graos de Glycine max (L.) Merrill culti-
var santa-rosa. :

O maximo da atividade da enzima NR-ase ocorreu no inicio da floracao, diminuindo ra-
pidamente durante a formacao de vagens, mesmo com adubagao parcelada de nitrogénio. A ativi-
dade maxima da enzima N,-ase (C,H,) ocorreu apés o pico da atividade da NR-ase e permaneceu
alta durante a formacao de vagens e enchimento dos graos (68% da atividade maxima da N,-ase foi
mantida nas plantas testemunhas com sementes contendo 66% do peso fresco total). Isso indica
que a maior contribui¢do do N-NO,~ proveniente do solo se deu antes da floracao, enquanto o N
proveniente da simbiose foi mais importante durante a granacao da soja. Observou-se além da ati-
vidade da N,-ase, alta atividade da NR-ase nos nédulos durante todo o ciclo da planta. Com au-
mento dos niveis de adubacao nitrogenada ocorreu diminuicio na quantidade de nitrogénio fixa-
do pela simbiose e nenhum aumento da producao de grios.

SUMMARY: NITROGENASE AND NITRATE REDUCTASE ACTIVITIES IN
FIELD SOYBEAN AS AFFECTED BY NITROGEN FERTILIZER

A field experimental with 4 nitrogen levels and 6 replications was carried out to study the ni-
trogenase (N,-ase - C,H,) and nitrate reductase activity patterns, plant nitrogen acumulation and
grain yield in Glycine max (L.) Merrill cultivar Santa Rosa.

The maximum NR-ase activity was reached at early flowering, with a rapid decline at pod
filling stage. The maximum N,-ase activity was reached at early pod filling and maintained during
grain filling stage (Sixty eight percent of the maximum N,-ase activity was maintained in control
plants bearing seeds with 66% of total fresh weight). These results indicate that the soil nitrogen is used
early in plant growth whereas most of the symbiosis contribution is later in the cycle, at pod and
grain filling stages. Besides the N,-ase activity in the nodules it was recorded a very high NR-ase
activity during the whole plant cycle. Increasing nitrogen fertilizer, increased total plant nitrogen,

decreased nitrogen fization and resulted in no grain yield increase.

INTRODUCAO

A soja alcancou posicao de destaque co-
mo fonte de proteina para a alimentacéo tanto
do homem, como dos animais. Seu potencial ge-
nético permite producoes 3 a 4 vezes superiores
a média atual ao considerarmos as producoes
de até 6.300 kg/ha mencionadas por Scott e Al-
drich (1970). O nitrogénio é um dos responsaveis
pela baixa producéao, nao sé pela disponibilida-
de mas também pela quantidade de energia
gasta pela planta para sua assimilacéo.

Segundo Hardy et alii (1971) a fixacédo do
nitrogénio atmosférico aparece normalmente
entre 3 e 5 semanas apo6s o plantio. O nitrogénio
que supre as plantas até entao é oriundo das se-
mentes e do solo. A demanda de nitrogénio nes-
ta fase é baixa; entretanto, em solos extrema-
mente deficientes, pequena dose de N mineral
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aplicada no plantio poderia estimular maior
crescimento inicial das plantas e, em conse-
quéncia, aumentar a nodulacao e a producéo de
graos. No entanto, Hathcock (1975) testou va-
rios niveis de nitrogénio aplicados no plantio,
em dois solos com menos de 1,5% de matéria or-
ganica e nao obteve aumento da producéo.

A habilidade da soja em usar simultanea-
mente nitrogénio do solo e N, atmosférico tem
mascarado respostas a adubacao nitrogenada.
Em experimentos com linhagens de soja que
nao nodulam, sao necessarias doses extrema-
mente altas de adubos nitrogenados (acima de
200 kg/ha) para obter producoes equivalentes as
das isolinhas que nodulam (Bhangoo e Albitton,
1975; Pal e Saxena, 1975). A reducao de nitrato

a nitrito pode ser considerada fator limitante da

incorporaciao de N-NO;~ em proteinas (Beevers
e Hageman, 1969). A medida dessa atividade
nas folhas serve como indicadora da reducéo de
nitrato na soja (Hatam e Hume, 1976); podendo,
portanto, ser usada como indicadora da assimi-
lacao de nitrogénio do solo. A atividade da N,-
ase medida pela reducao do C,H: é indicadora
do potencial de fixacao de N, atmosférico no sis-
tema. Thibodeau e Jaworski (1975), Hardy et alii
(1968) e Lawn e Brun (1974) constataram uma
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relacao inversa entre as atividades da NR-ase e
nitrogenase (N.-ase) durante o ciclo da planta
parecendo razoavel sugerir que a energia reque-
rida em ambos os processos é suficientemente
grande para impedir que atividades altas ocor-
ram simultaneamente.

O objetivo deste trabalho foi estudar no
campo a nutricdo nitrogenada da soja através
da determinacao das atividades das enzimas N,-
ase e NR-ase e a acumulacao de nitrogénio du-
rante todo o ciclo da soja.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em area da EMBRAPA-
UEPAE-Itaguai, RJ, em solo Podzélico Vermelhoe-Amarelo
da Série Itaguali, cuja analise quimica mostrou: 7 ppm de fo6s-
foro; 111 ppm de potassio; 4 mE de Ca** + Mg**/100 cms3; 0,2
mE de Al*++/100 cm? e pH= 5,5.

O delineamento experimental usado foi o de blocos ao
acaso com 6 repeticoes e 4 niveis de nitrogénio; 0,50, 100 e
150 kg por hectare. A adubaciao de nitrogénio foi feita em 3
vezes, uma, quatro e oito semanas apés o plantio. Usou-se
nitrocalcio com 13,5% de N na forma nitrica e 13,5% de N na
forma amoniacal. O tamanho das parcelas foi de 5 X Tm
com 0,7 m entre linhas deixando-se, ap6s o desbaste, 20
plantas por metro de linha.

O preparo do terreno constou de 2 araduras e 3 grada-
gens. Foram aplicadas 2 toneladas de calcario por hectare,
sendo uma de calcitico e uma de dolomitico, 25 dias antes
do plantio. Foram aplicados 80 kg/ha de P,O, na forma de
superfosfato simples, 20 kg/ha de K,O na forma de cloreto
de potassio e 40 kg/ha de «Fritted Trace Elements» Br-14.
Foi usado o cultivar de soja (Glycine max (L.) Merrill) santa
rosa inoculado com as estirpes de Rhizobium japonicum,
R.54a + CB-1809, em «pellet» com CaCO, misturado ao
FTE. O plantio foi feito em 11/11/75 e a colheita para produ-
cao de graos em 7 e 22/04/76.

Durante o experimento foram feitas duas pulveriza-
c¢Oes com Carvin 85M, pé molhéavel, para combater o ataque
de insetos sugadores, que mesmo assim afetaram a produ-
cao de graos.

Durante todo o ciclo da planta foram feitas colheitas
para determinacao das atividades das enzimas nitrogenase
e nitrato-redutase, peso seco dos nédulos e nitrogénio total
das plantas. Todas as colheitas tiveram inicio as nove horas
da manha. No dia 14/01/76 foram feitas colheitas com inter-
valos de uma ou duas horas, das 5 h da manha até 1 h do dia
seguinte, para relacionar as atividades das enzimas medi-
das as 9 h com as atividades totais do dia.

Determinacao da atividade da nitrato-redutase (NR-ase) -
Em cada amostragem, os foliolos centrais da folha mais no-
va com maxima expansio foram coletados de 10 plantas de
cada parcela e colocados superpostos para retirada de dis-
cos de 1 cm de diametro, com um furador de rolhas. Apés
‘serem misturados, 3 subamostras de 200 mg foram usadas
para determinacéo da atividade da NR-ase segundo Harper
e Hageman (1972). As leituras foram feitas em espectrofoto-
metro Coleman usando filtro de 540 nm. A determinacéio da
atividade da NR-ase nos nédulos foi feita usando subamos-
tras de ndodulos cortados e 0 mesmo procedimento descrito
para as folhas.

Determinacao da atividade da nitrogenase (N,-ase)- Fo-
ram removidas do solo as dez plantas de cada parcela usa-
das para determinacdo da atividade da NR-ase; as raizes
noduladas foram colocadas dentro de frascos de 3.000 ml,
dos quais foi substituido 12% do ar atmosférico por acetile-
no. Apés uma hora de incubacao a temperatura ambiente,
amostras de 0,5 ml do gas foram retiradas e injetadas em
um cromatoégrafo de gas Perkin Elmer F-11, com coluna de
0,3 X 100 cm com Poropak N, e nitrogénio como gas de
arraste, para determinacao do etileno produzido.

Nitrogénio total - As determinacées do N total das plantas
foram feitas pelo método semi-micro de Kjeldahl de uma
subamostragem das dez plantas previamente moidas.

Determinaciao do peso seco dos nédulos- Apoés o ensaio
para determinacéo da atividade da N,-ase, os nédulos foram
destacados das raizes e secos em estufa de circulacéo de ar
a 60°C; ap6s 72 horas foram pesados.

Na apresentacdo dos resultados, as linhas verticais
nas figuras representam o desvio-padrao das médias das
seis repeticoes.

RESULTADOS

Os dados das atividades das enzimas N.-
ase (C.H,) e NR-ase estédo apresentados na Figu-
ra 1B, estando somente representados a teste-
munha e o tratamento com aduba¢ao maxima
de nitrogénio (150 kg/ha). Os tratamentos com
adubacoes intermediarias apresentaram valores
também intermediarios e com a mesma tendén-
cia. O aumento da disponibilidade de nitrogeé-
nio no solo aumentou a atividade da NR-ase e

diminuiu a atividade da N,-ase. Entretanto,
A
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Figura 1.A. Temperatura e precipitacao locais durante o
experimento, :

Figura 1.B. Atividade das enzimas nitrogenase (—) e ni-
trato redutase (—) durante o ciclo da soja. Ca-
da ponto representa médias de 6 repeticoes. Os
desvios padrées dos dados analisados em con-
Ji?instg foram para N,-ase 23,00 e para NR-ase

,56.

mesmo no nivel maximo de adubacao ocorreu
apreciavel fixacdo de nitrogénio. Foi também
observado que o maximo da atividade da NR-
ase ocorreu entre 50 e 60 dias apoés o plantio, de-
crescendo rapidamente na fase de formacao de
vagens, independentemente da adubagao parce-
lada do nitrogénio. A atividade da N.-ase man-
teve-se alta em todos os tratamentos, até 100
dias apds o plantio, englobando, assim, o perio-
do de formacdo das vagens e parte de enchi-
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mento dos graos, que é o mais critico quanto a
nutricdo nitrogenada. A amostragem realizada
apo6s um periodo de duas semanas sem chover,
juntamente com altas temperaturas, na segun-
da quinzena de janeiro (Fiigura 1A), mostrou
praticamente nenhuma atividade de ambas as
enzimas, com recuperacao imediata na colheita
seguinte, apo6s ter chovido. Isso indica que a fal-
ta de atividade de ambas enzimas foi devida a
causa temporaria, além do efeito fisico direto da
falta de agua, provavelmente a falta de energia,
pela inativacao da fotossintese decorrente do fe-
chamento dos estomatos.
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Figura 2. Atividade de N.-ase (C.H:) especifica nos nédulos
de plantas sem (——.) e com adubacao de 150 kg
N/ha (—.).
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Figura 3. Formacao de nédulos em plantas sem (—.) e

com adubacao de 150 kg de N/ha (.—-.).

Na Figura 2 siao apresentados os resulta-
dos da atividade especifica da N,-ase (C.H,)
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mostrando que o maximo foi alcancado antes
da floracao, sendo que o aumento da atividade
total que ocorreu desse periodo até a formacao
das vagens foi devido ao aumento do peso dos
nodulos (Figura 3). A presenca do N mineral
atrasou a producido de nédulos mas nao dimi-
nuiu a sua eficiéncia em fixar N, atmosférico.
Deve ser ainda ressaltado que a falta de chuva
ocorrida no més de janeiro diminuiu a atividade
da N.-ase (Figura 2) mas ndo causou queda da
nodulacao (Figura 3).

Durante todo o experimento foi determi-
nada, além da atividade da N,-ase (C.H,), a ati-
vidade da NR-ase nos nédulos (Figura 4). A ati-
vidade da NR-ase especifica foi sempre mais al-
ta nos nédulos que nas folhas, mas com uma va-
riacao de atividade durante o ciclo similar & das
folhas. Essa atividade nos nédulos representou
em média 10% da atividade total das folhas
mais nédulos, sendo maior que 20% na fase cri-
tica de formacéao de graos.
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Figura 4. Atividade da NR-ase nos nédulos (—.) e per-
centagem do total (folhas + nédulos) determina-
da nos nédules (.—.).
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0,72) durante um dia.
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A determinacao da flutuacao das ativida-
des das enzimas N,-ase e NR-ase durante todo
um dia mostrou queda de atividade de ambas
as enzimas no periodo de maior insolacgéo (Fiigu-
ra 5), sendo a atividade da N.-ase mais afetada
que a atividade da NR-ase.

O fator de correcdo para as determinacoes
da atividade da N.-ase as 9 h em relacido a mé-
dia diaria foi de 1,18. Com esse fator foi possivel
fazer uma estimativa do nitrogénio fixado por
dia e proceder a integracdo do nitrogénio que
potencialmente poderia ser fixado durante o ci-
clo da planta. Na Figura 6 sdo apresentados es-
ses dados e o nitrogénio total das plantas deter-
minado pelo método de Kjeldahl nos tratamen-
tos-testemunha e com a maior adubacao de ni-
trogénio, os dois tratamentos intermediarios
apresentaram resultados similares intermedia-
rios. A adubacao de N mineral diminuiu a fixa-
cdo do N, atmosférico e aumentou o N total das
plantas, aumento este que nao correspondeu
em aumento de producao de graos. As produ-
¢Oes obtidas foram: 1.528, 1.761, 1.451 e 1.377
kg/ha respectivamente para a testemunha e
adubacao com 50, 100 e 150 kg de N/ha com va-
lor F'= 0,459 (nao significativo) entre tratamen-
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Figura 6. Nitrogénio total determinado nas plantas (—.)

e estimado pela reducao do C;H; (.—.) nas plan-
tas sem (A) e com adubacao de 150 kg N/ha (B).

DISCUSSAO

A distribuicao das atividades das enzimas
N.-ase (C:H.) e NR-ase durante o ciclo da soja

obtidos neste experimento concordam com o0s
resultados obtidos por Hardy et alii (1971) e We-
ber et alii (1971) para a N;-ase; Harper e Hage-
man (1972) para NR-ase e Thibodeau e Jaworski
(1975) para ambas as enzimas. As atividades das
duas enzimas em parte se superpdéem, sendo
que o maximo das intensidades é sucessivo; o
da NR-ase ocorre no inicio da floracao e o da
N.-ase durante a formacao de vagens. Estes re-
sultados mostram que a adubacao de nitrogé-
nio depois do estabelecimento da soja bem no-
dulada nao resulta em beneficio para a produ-
cdo de graos, pelo menos no cultivar e estirpes
de Rhizobium usados. Na maioria dos solos cul-
tivaveis a necessidade de nitrogénio no inicio
do crescimento das plantas nao é grande, po-
dendo ser satisfeita pelo nitrogénio proveniente
da semente e do solo. Entretanto, para solos ex-
tremamente deficientes em nitrogénio uma adu-
bacéao inicial com doses baixas de N nao pode-
ria ser desprezada. Hathcock (1975) estudou es-
sa possibilidade em dois solos contendo menos
de 1,5% de matéria organica, usando quatro do-
ses baixas de nitrogénio aplicadas no plantio e
nao obteve nenhuma resposta positiva.

O calculo do nitrogénio fixado usando ati-
vidade da nitrogenase medida pela reducao do
C.H. foi feito sempre as 9 h com um fator de cor-
recao calculado a partir de determinacoes feitas
a cada hora das 5 a 1 h do dia seguinte, em 14 de
janeiro, no inicio da floracdo (Figura 5). Por ser
um periodo muito quente, sem muita umidade,
houve queda da atividade durante o periodo de
maior insolacao, quando seria esperada maior
atividade, como observado por Thibodeau e Ja-
worski (1975). Dessa forma os resultados que
aparecem na Figura 5 devem subestimar o que
realmente ocorreu. Mesmo assim no tratamento
testemunha a simbiose contribuiu com 40% do
nitrogénio incorporado na planta, enquanto no
tratamento com 150 kg de N/ha a contribuicao
da simbiose desceu para 16%. Mais importante
ainda que o percentual atingido é o fato de que
esse nitrogénio esta sendo assimilado pela plan-
ta na fase critica de formacao de vagens e enchi-
mento de graos. Hardy et alii (1968) observaram
que 75 a 90% de nitrogénio incorporado na soja
através da simbiose ocorria depois da floracéo,
e que somente 25% do total do nitrogénio da
planta vinha da simbiose. Entretanto essses au-
tores nao deram a necessdria énfase no que a
contribuicao da simbiose poderia representar
para a producao de graos. Também nao foi ava-
liada a disponibilidade de N nos solos. As obser-
vacoes de que a contribuicdo da simbiose e o
inicio da fixacao ocorreram 3-5 semanas apos o
plantio sao parecidas com as obtidas em nosso
experimento com adubacao nitrogenada. A N,-
ase na testemunha, com 14 dias ja apresentava
atividade dé reducao de 0,19 umoles C.H,h .
planta-t.

Harper (1971) observou absor¢cao maxima
de nitrato em soja crescendo em solucao nutriti-
va, 87 a 97 dias ap6s o plantio. Os resultados da
Figura 1 e de Harper e Hageman (1972) mos-
tram que nessa fase do ciclo da planta, a ativi-
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dade da NR-ase nas folhas é muito baixa. Ativi-
dade da NR-ase nos nddulos de soja ja foi obser-
vada anteriormente (Evans, 1954) sem, entretan-
to, ter sido relacionada com a possibilidade de
ser um processo assimilatoério de N do solo. W.J.
Russell, D.R. Johnson e D.D. Randall da Univer-
sidade de Missouri (trabalho ainda ndo publica-
do) observaram 1,5% de excesso de N, em for-
ma reduzida em exsudatos coletados na haste,
uma a duas horas apoés adicao de excesso PNO;-
as raizes de soja bem noduladas. Como as raizes
nao mostraram atividade de NR-ase os autores
atribuiram a redugdao do NO;~ aos nédulos. N6-
dulos do presente experimento mostraram ati-
vidade da NR-ase durante todo o ciclo da plan-
ta mas nao mostraram atividade da nitrito-re-
dutase. Se a reducéao de nitrato nos nédulos re-
presenta um processo assimilatério de nitrogé-
nio do solo, teria grande importancia principal-
mente na fase final do ciclo, quando a reducao
de NO;~ é minima nas folhas.

S4ao0 necessarias quantidades extrema-
‘mente altas de nitrogénio (200 a 300 kg/ha) para
que isolinhas de soja nao noduladas tenham pro-
ducdes equivalentes as de isolinhas noduladas
(Pal e Saxena, 1975; Bhangoo e Albritton, 1975).
‘Pal (1975) usando isolinhas ndo nodulantes, com-
paradas com as nodulantes obteve valoresde 57 a
83% de N provenientes da simbiose em plantas
sem adubacao nitrogenada e de 18 a 32% nas
plantas que receberam 200 kg N/ha. Esses resul-
tados sao muito superiores aos encontrados pe-
la integracao somente da atividade de N-ase
(C.H,). Varias hipéteses podem ser levantadas
para explicar isso, com a maior energia requeri-
da para expandir o sistema radicular nas isoli-
nhas ndo noduladas (Weber, 1966), a complemen-
tacao das duas fontes, decorrentes da sucessao
da atividade da NR-ase e N,-ase e da reducao de
nitrato nos ndédulos, principalmente no fecha-
mento do ciclo, quando a atividade nas folhas é
praticamente nula, se for comprovado que este
€ um processo assimilatorio de nitrogénio do so-
lo. Além disso, as dificuldades de se obterem va-
lores absolutos corretos pela integracao das me-
didas da atividade na N,-ase provavelmente sao
as principais causas daquela discrepancia.

CONCLUSOES

1. O cultivar de soja santa-rosa apresen-
tou o maximo de reducao de nitrato no inicio da
floracdo, diminuindo rapidamente durante a
formacao de vagens. O maximo da fixacdo do
N. atmosférico ocorreu durante a formacéao de
vagens e manteve-se durante o enchimento de
graos, apresentando uma atividade de 68% do
maximo quando as sementes ja haviam atingi-
do 66% do peso verde total.

2. O aumento da adubacdo nitrogenada
resultou em aumento do N total das plantas, em
diminuicao da fixacao de N, atmosférico, e em
nenhum aumento significativo da producao de
graos. Portanto, o N proveniente da simbiose foi
mais importante para a formacao dos graos.
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3. A contribuicdo do N proveniente da
simbiose foi calculado em 40% para a testemu-
nha e 16% para a adubacao com 150 kg N/ha,
com valores intermediarios para adubacédes de
50 a 100 kg N/ha.

4. Além da N.-ase foi observada uma ati-
vidade da NR-ase nos nédulos durante todo o
ciclo da planta, constituindo em média 10% da
atividade total somada a das folhas, mas sendo
maior na fase final do ciclo da planta.

5. Os resultados obtidos neste experimen-
to e em trabalhos recentes, aqui mencionados,
indicam que a adubac¢do com nitrogénio no
solo, resulta praticamente em nenhum beneficio
para a producéo de graos.
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