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RESIMO

0 custo energético de atividade da nitrogenase, de
fivacio de nitrogéhio € de crescimento ¢ manutencdo de raizes
& nédulos de soja {(Glucing mawk), foi avaliade em raizes
noduladas de plantas intactas, inoculadas com estirpes de
Bradurhizabiumn dapgnicum apresentando diferentes capacidades
de reciclar IHe, no periodo reproadutive e durante um ciclo
diurno. 0 custo respiratorico de atividade da nitrogenase foi
calculado diretamente e distingiiido do custo de manutencio
atraves de curvas  de regressio  entre a  atividade da
nitrogenase (ARA) & a evolucio de L0z de rafzes noduladas
expostas & pOn decrescentes emn um sistemn de Fluxo continuo
de gases. Qs valores de custo energético de fixaglo de
nitrogénio foram obtidos pela razio CaMaiNe de cada estivpe,

calculada pela razfo entre & ARA € a incorporagiao *SNe . 0s

custos energeticos de  atividade da nitrogenase cumales
COn/umoles  Cable? e de fisagao de mitroagénio (umoles

COa/uncles Npd variaram durante o ciclo reprodutive para
todas as estirpes testadas. No florescimento estes valores
foram significat ivamente nenores do gue no perfodo inicial de
Fformacio das vagens. No periodo de enchimento de grioce nio
foi observada correlagdo entre a ARA & a evolugiio de 0., de

moda que neste periocdo n&o foram calculados os valoregs dos

custos respiratdrios. Os custos de manutengio apresentaram
maiores valores no fFlorescimento, dpota ol e intenso

crescimento dos nddulos. NSo houve variagio diurna no custo
energetico de atividade da nitrogenase & Fivagao de
nitregénio. ¢ custo energétice de fixwacio de nitrogénio foi
menor para a estirpe com mator capacidade de reciclar b
{eficiencia relativa > 9,9) tanto durante o ciclo diurno
guanto durante o ciclo reprodutive da planta, indicando um
efeito da capacidade de reciclagem de M desta estirpe na

gconomia de carbono do nddulo.
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SUMMARY

The respiratory coste of nitrogenase activity,
nitrogen fixation and of growth and waintence of roots and
naodules were evaluat ed i nadulated roots of  soygbean
inoculated with Bradurhigobivn JapQnicum straing with
different abilities of recycling e, in  the reproductive
stage and during a diurnal cycle. YThe snergetic costs werg
determined directly and distinguished £rom growth and
maintenance costs of roots and nodules, using the linear
regression of respiration on nitrogenase activity. Nodulated
roots of intact plante were exposed to decreasing pOy levels
in an open flow-through gas system. To obtain absolute carbon
costs for Ne-fixation from the regressioen line values, the
ratio of CeMetNe was obtained by comparing CapMa reduction and
18N, incorporation  For each strain. Respiratory costs  of
nitrogenase activity (umoles COLn/umelies Cokle? and nitrogen
fivation {umoles LOp/umoles Np? varied with plant age for alil
strains tested. At Fflowering the values were significantly
lower than at early pod Ffill. At late pod Fill, no
correlation was observed between CaHe reduaction and GO
evolution. The growth and maintenance costs also varied with
higher values observed at flowering, period of intense nodule
growth. No diurnal variation in the respiratory costs of
nitrogenase activity or nitrogen fixation was observed., The
energetic costs of nitrogen fidation (umoles Clu/umoles *™Na)
were lower  for the HUPY strain (CB 1829) for all harvests,
indicating & possible effect of hydrogen recycling ability of

the strain on the carbon economny of the nodule.



i INTRODUCAO=z

Uma gquant idade consideravel de energia € gumsta na
sintese de aménia a partir do nitrogénio nolecular, sejs no
processo da  Fixagio bioldgica ou no processo industrial. No
processo industrial, a energia utilizada para esta reagio
provém de combust ivel fossil, nao  venovavel. No processo
bioldgico, a energia solar coletada através da fotossintese
supre as necessidades energéticas da reagia., Considerando-se
0 CRALBO das plantas lTeguminosas m  SUR  ABL0CIREAD com
bacterias fFiradoras de nitrogénio dos géneras Rbhigobium €
Bradurhizobiug, cerca de 49 a 30X do total liquido de carbono
assimilado pela planta pode ser consumide pela reaclo durante

0 periodos de maior demanda para nitrogénio  (Schubert &



Rule, 1i980). Tendo em wvista =a importdncia economica &
ecoldgica da untilizagho destas simbioses, esforgos tem sida
feitos visando conhecer ot mecanismes que  conduzem & uUma
maior eficiéncia .ﬁnergética da Ffixagio bioldgica nestes
sistemas.

Termmdinamjcamente, a rediucdo de nitrogénio =
amonia € uma reagio exotérmica ¢  consequentemente deveria
ocorrer  espantaneamente. No entantd, tanto no pProcesso
industrial como no bioldgico, s8o requeridos catalizadores
adequados & uma grande guantidade e energia para rouwper a
barreira da energix de ativacgio da reagfo (Balsac &t al.,
984>, No processo bioldgico o catalizador € a nitrogenase,
enxima que além de reduzir o nitrogénio, simultaneamente
redusr prdétons a Hm, tendo como fonte de energia a hidrdlise
de ATP  {uWinter & Burris, 1976). A proadugdo de MHa representa
portanto uma perda de energia o processo, porém  algumas
hactér ians, possuem @ capacidade de reciclar o Hp produzido
durante a fixacio de nitrogénio, através de um sistema de
hidrogenases (}ixon, 1972 ¢ Ruiz-Argueso gt 81., 1278 3
Schubert & Ryle, 198@), tornande a reaclo energebicamente
mats eficiente (Balminen & Nelson, 1%84).

0 custo energético da fixacho de nitrogénio tem
sido estimado experimentalmente por muitos antores, aplicando
varias tecnicas que relacitnam o gasto de carbone  pars
firnacHio de nitrogénio. 0s valores obtidos, vepresentando

geralmente a soma dos custos de crescimento e manutengio de



raizes noduladas, fixaciio de nitrogénio e assimilagio de
ambnia, variam de 9,4 a 20,09 carbono/g de nitrogénio fixado
(Phillips, 4198¢).

Vdrins fatores ambientais ou intrinsecos o &
simbiose podem afetar o custo energético da fixagldo de
nitrogénio. Fetirpes gue evoluem Mg (hup™) & as gque nNRO
evaluem (hup™*), podem apresentar diferengas na utilizacko de
carboidratos & na assimilago de nmitrogénio nos nddulos.
Variagtes diurnas na alocagdo de carbong € energia para os
ndduulos podem provocar flutuactes diferenciadas no  custo
energét ico da fixagBo de nitrogénio para estas estirpes,
considerando ainda gque fatores ambientais afetam =a taxa de
alocacio de elétrons para o He & a reciclagem deste (Rainbird
et al-, 1983h). Além disso, foram observados efeitos de
diferentes estirpes de Rhizohium no custo respivatdrio
relacionado d reagfo da fixagBo de nitrogénio durante o ciclo
reprodutivo da planta (Neves, gt al;, 19815 .

0 objetive deste trabalho foei avaliar o ocusto
energét ico da atividade da nitrogenase e da fixagldo de
nitrogénio, bem como da manutenglio de raizes e nédulos de
soja  (Glucing mEx) inoculada Com gt irpes possyindo
diferentes capacidades de reciclar Hw, durante o periodo

reprodutivo & um ciclo diurno.



2 REVISAD DE LITERATURA

A fixagRo do nitrogénio atmosférico € um processo
dispendioso tanto a nivel industrial gquanto a nivel
hioldgico. HMa evidéncias de que a fisa¢do de nitrogénio nos
bacterdides € frequentemente limitada pelo suprimento de
fotoussintatos da planta hospedeira (Lawrie & Wheeler, 1973,
1975%ay Hardy & Havelka, 419735, 19763 Pate, 1977 & Ryle gt 8l.,
i988). No entanto, atualmente acredita-se que, em condigoes
normais, a ativida&e do nodulo nao se encontra limitada por
fotossintatos mas pelo Qwn, devido a atuzedo, no interior do
nodulo, de uma barreira & difusio de Op (Sheehy gt al.,
1987). De qualquer modo, =& maximizagRo da eficiéncia dos
sistemas simbioticos em utilizar os fotossintatos praduzidos

pela planta hospedeira ¢ de primordial importancia para o



aumento da  produatividade das leguminosas. Infelizmente, =
quant ificacko da efici@ncia na utilizagRo de eneryin
(eficiéncia energética) da fixagao biolagica em um sistema
tdo complexo como o nodulos € dificil, uma ves que envolve
uma larga gama de processos da simbiose ainda nio totalmente
esclarecidos. Diversos aspectos fisico-quimicos, bioguimicos
e fisioldgicos tem sido estudados nos Altimos anos visando
conhecer um poRCco mais da gconomia relacionada ao processo da

fixagan bionldgica de nitrogénio.

2.1 Custo energetico tedrico da Fixae8o do nitrogénio

moleculars
2.4.1 Congideragies termodinfmicas:
De acordo com Sutschick (1978), a reacglo da fixagio

de nitrogénio pode ser escrita da seguinte Formas

172 Na +  3/2 HpDl o) NHagy ¢ 374 On {4
1iquido AAUOS0 gA s

Os Atomos da moldecula de nitrogénio (N = N)Y sio
ligados por uma tripla ligagdo a gqual € a mais forte ligagan

covalente conhecida entre dois atomos (Tabela 1). A quebra
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destas ligagtes requer um alto consumo de energia, conferindo
grande estabilidade & moidcula. Apesar digsso, & sintese de
amonia a  partir dq nitrogénio molecular e He 6 uma reagfo
evergbnica (Tabela 2), uma ver quUE mais energia € 1liberada
pela formagao e seis ligagoes N — H do gue & consumido
pela quebra da tripla ligagBo da molécula de nitrogénio € das

ligagtes entre a’s trés moldculas de M (Salsac et al., 1984).

TABELA i Energia de ligaclo entre os atomos envolvidos nas
reagoes de reduglo do nitrogénio (adaptado de Salsac gt al.s
1984 .

Energia de ligagio

Kcal.mol—®

N = N +224
N = N - + 169
N - N +38

H - H +1@4

N - M +53
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TABELA 2@ Passos hipoteticos da reduglo de nitrogénio pela
nitrogenase e mudangas de entalpia associadas &8s reargoes
Stiefel, 1977).

26 s’ e

Nw N ==—===> H = N = N - H ~=~==} N =N === > 2N - H
RH aH* AR

Reaglies AH® ’ AG®
Keal.mol—® Kcal.mol™*

N% 4 3“33 o e B ENH;,;, gt e? -8
Nga, + H:.g "”""’”’) NQHQ ‘4'36,@ “'\'ji
N:;gH;a + H;g - Ngl";q 13,:‘3 ~~i3, D

NeMHa + Ha =) 2NHxy 44,7 ~-46,9

i g S dmn i mam Aem SAsS G088 SSAR SEAA MAAA M M S548 SEE8 S80S A MM M LA AL S0E SSAS SESS SAAS M M AN AMAL S588 ASES SEES SESS SEE MAS ASAs SIS SESS SAFS SIMS MM e mmm i Few ShAs G058 S8EE SEE SEE SN S M e G008 S0as Ay mm— rmes

As consideracies termodinamicas acima 80 podem ser

adequadamente aplicadas @ sistemas livees de ¢elulas nos

QUATS @B concentragoes dos reagentes e produtos sHo
conhecidas., Utilizando eastas reagdes, Bergersen (19747
caloculouw  en cerca de 8% Keal.mol NHga*"*, o dispéndio

energético da nitrogenase, valor que, em condigfes bioldgicas
corresponde a 6 moles de ATP.mol NHa*"*.

Coma a oxidagao da glicose libera 7%@ Keal/mol
(Gutsckick, 1978) e considerando uma perfeita transferéncia
e energia, cerca de 92,14 moles de glicose devem ser oxidados

na produgio de 4 wmol de amonia, ou seiax, ©®,4 g9 de
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carbono(C).g de nitrogenio{N) fixado™*, Na realidade, como
veremos a segunir (Item 2.1.3.1), devido a perda de ATP e de
poder redutor na producio de He pela nitrogenase, o Consumo
tedrico esta em torno de 3,%2 g C.g N"* Gutschick (1978), o
que da uma eficidncia de transferéncia de energia de 16Z.
Utilizando estes dados termodin8micos tedricos, € possivel
comparar a eficiéncia da transferéncia de enpergia em sistemas
bioldgicos ¢ no processo industrial. No processo industrial,
se houvesse eficiéncia perfeita na transferéncia de enegrgia,
9,415 moles de CHa (Equacfo 2) seriam gastos para produgio de
i mol de NHg. S8o gastos entretanto, 9.776 moles de [Ha, ©
que did uma eficiéncia em torno de 534 (Gutschick, 1%978). O
processo comercial mais utilizado para producio de  amdnia
(Haber~Bosch) utiliza Ha como redutor para o nitrogénio
(Stiefel, 1977). A maioria das sinteses usa metano para
fornecer energia, em forma de calor, & poder redutor atravds

da rea¢io a seguir (Gutschick, 1978):

[:H“ + QH;@’:) """"""""”"”")’ f.:o:,g 4 4Hgg 4 2)
gas liquido gas gas
B oxidacio do metano  libera ~-4194  Kocal.mol™*

permitindo a ocorréncia da reaglo (1). Segundo Hergersen
(1974) e Sweeney (1974), =& producio industrial de aménia a
partir de hidrocarbonetos e nitrogenio requer de 163-189

Kcal.mol NHa=%*., De qualquer modo estes valores representam o
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dobro do requerido nos sistemas biolégicos, sem considerar os
dispéndios no transporte, estocagem e aplicacio do
fertilizante <{(Hardy & Havelka, 1975). Alénm disso, o
fertilizante aplicado € perdido através de desnitrificagio,
por lixkiviag&o e escorrimento superficial. Deste modo, as
plantasg aproveitam no maxima 50% do fertilizante aplicado
(Hardy & Havelka, 19735) e em solos arenoses valores de apenas
9-10% tem sido registrados (Dugue gt al-., 1985, Gutschick
(1978) estimou em menos de 22% a eficiéncia liquida na
transferéncia de energia no processo  industrial, portanto
apenas um pouco melhor que os 16%Z da fixag8o bioldgica, ainda
sem levar em conta o dispéndio de energia pela planta para
reduzir novamente o nitrogénio, uma ves que, no solo, ele &
quase totalmente oxidado a nitrato antes de ser absorvido

¢

pelas ralzes.

2402 Custo energético celular

Os dados termnodindmicos vistos no item anterior
foram calculados para condicoes de reagao bem diferentes das
condigtes bioldgicas. A medi¢gio do custo energético da
fixagao de nitrogénio dos bacterdides & dificil de ser
avaliada, uma vez gue, no interior do nédulo existem, além
das ¢élulas infectadas e dos bacteroides, células da planta
nao infectadas & células de Rhizobium nfo diferenciadas. &lém

disso simaltaneamente & assimilaclo de NMa* gstd ocorrendo a
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utilizag8o de compostos  de carbono pelas hbacteroides

(Phillips, 1989)., Devido a estas dificuldades, os valores

citados neste subitem consideram apenas a redugioc de
nitrogénio =a NHa™ & o0 problemas da evolugio de  FH,
utilirande wvalores obtidos atraves da  creacimento de

bactérias fixando nitrogénio “in vitro”™.

Nos sistemas bioldgicos a energia ¢ provida pela
hidrdlise do ATP. 0s estudos estequiomndtricos da utiliragio
de ATP pela nitrogenase mostram que & quantidade de ATP
hidrolisado & proporcional ao nimero de elétrons transferidos
da nitrogenase-redutase para a nitrogenase (Bergersen, 1974).
Sendo assim, =a utilizag¢io de ATP € expressa em termos de
pares de eldétrons transferidos entre os doie componentes da
enzima. Winter & Burris (1968) calcularam um gasto de 4 a 4,6
moleculas de ATP para cada Re- transferidos, o gue de acordo
comn A reacdo abaixo, da um valor de 6 & 4,9 noléculas de ATP

por fon NHa* formados

GH+ + Ngp + be-—- e i ) wNHg K3)

Sob condigies ideais, um valor minimo de 4
moléculas de ATP sfo hidrolisadas por par de elétrons
transferidos a0 substrato, energia que também pode ser
fornecida pela oxidaglo de 2 moléculas de ferrodoxina. Deste

modo, admit indo-se que os elétrons sejam supridos pela
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ferrodoxina, a reacdo da reducio de nitrogénio poderia ser

escrita da seguinte forma (Salsac, 1984):

nitrogenase
N + 12ATP ¢ &Fdred + 8HY ———ww) 2NMHa* + 124ADP + 12Pi + &Fdox

My (4)

0 ATP para esta reaglio ¢ fornecido através da
cadeia respiratdoria que ocorre nos bacterdides (Figura 4)
(Bergersen, 196%). Se assumimos uma taxa P/70 de 2 e glicose
como  substrato, podemnos considerar gue a oxidagio da glicouse

libere 24 ATP. mol™* (Bergersen, 1i971i):

glicose + 60L + 244D0P + 24P 1 = 4004 + 6H0O + 24ATP (%)

L

&

Par estes calculos, a combustio de 0,° mol de

alicose, forneceria em Fforma de ATP, energia suficiente para
produzir 2 moles de NHa*. Como mais ¢,.25 moles de glicose sio
necessarios para  geracfo de poder redutor, o equivalente =

2,75 moles de glicose seriam consumidos na reacio (4)

(Schubert & Rule, 1980).
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FIGURA §{: Modelo esquematico do fornecimento de energia para
fixacHo de nitrogénio em bactérias aerdbicas (Gutschick,
1978) . ‘

No entanto, =a nitrogenase também reduz protons.=a
Hien A evolugBo de Hwe ¢ parte integrante da acHo d=a
nitrogenase, & algumas andlises tem_ demonstrado 4que esta
redugfo paralela pode usar de 2% a 50Z dos elétrons
dest inados ao nitrogénio (Orme-Johnson et al-, 4977, Schubert
& Ryle, 1980: Evans £t =al., 4989@), consumindo ATP e
provocando éerdas de enérgia (Schubert & Evans, 1976, 1977).
Considefando~se um  desvio minino tedrico de 25% dos elétrons

para o M= (Dixon, 1976), a equaclo da redugfo do nitrogénio



13

passa a ser escrita conforme Tabela 3, porém a relagio exata
entre a redugio de priotons e nitrogénio pela nitrogenase pode

var iar de acordo com diversos fatores {item 2.1.3.4>.

TapelLA 33 Estequiometyia das rFeaGoes da nitrogenase
(Phillips, 1989

e s o0t 4320 pasy mans e vend S4A SHS agee Sran sene sues oh S440 BAPS atn amse wrim brrt FOR An AAEE Sais rarm e S04 S POAS MILS ML SiE b WS4 S8 SHRS e mhd S0 bk TP SRS SN SIS ITH G448 ASRD a0y Saee el i vy b e g e S e o av

Na + 120TP + &e- + BH® w-w=e-} DNMa + 12ADP + 42P| (&)
ABTP + 2~ + 2H*  wwwwe=)  Ha b 4ADP ¢ AP (7)

Ne + 16ATP + 8Be~ + 10H*  ww——-) ZNHA" + Ha + $6ADF + 146P1 (&)

Na reaciio (8) sHo necessdrios auatro redutores,
drenados da foforilagfo oxidativa onde poderiam produxir de 1
a 3 ATP. Assumindo-se umna taxa de P/2e~ de 3, entko o custo
minimo tedrico para a reagio (8) & de 28 ATP equivalentes.
Galesac (1984), cateulouw em 32 moléculas de ATP o gasto
minime, utilizando (2] moleculas de ferrodoxina € ome
farnecedoras de elétrons. Cada wmolécula de ferrodoxina  na
cadeia transportadora de elétrons forneceria 4 Mg-ATP.

Em termos de gastos de  carbono  por nitrogeénio
fivado, varios cdlculos s8o citados em literatura, no entanto
ainda nio estd esclarecide como ocorre o figxo de eneryita dos
carboidratos para a nitrogenase, pois miitas vias metabolicas

ecstio presentes no nddulo, tanto nas célitlas infectadas
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quantoc no citosol das celulas da planta hospedeira (Stowers,
1985). Enzimas para a atuacio das vias Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) e das pentose-fosfato (PP) assim como para metabolismo
anaerobico estio presentes nas célultas infectadas da
hospedeira (Stowers, 198%). Varios substratos de carbono
podem ser ntilizados pelo bacterdide, tais como succinato ou
outros acidos orgdnicos e aminoécidmg (Evans gt al., 1987 e
Long, 198%9). Uma teoria interessante é proposta por Kahn gt
al. (498%) onde o Ffluxo de nutrientes entre a planta e o
bacterdide se da através do transporte de compostos
nitrogenados através das membranas que separam a citosol da
célula hospedeira dao bacterdide. No bacterdide, o composto
nitrogenado ¢ catabolisado produsindo amdénia ou um amineacido
¢ energia biossintética para a Fixaglo de nitrogénio. A
ambnia restante € develvida a planta. Por esta teoria o
nédulo realiza uma “troca” com a planta € ao fornecer amonia
recebe esqueletos de carbono na  forma, por exemplo de
glutamato. Mais recentemente, Kohl gt al. (19892) propuseram
qite o glutamato pode ser suprido diretamente ao bacterdide ou
produrido pela oxidag8o de prolina. O glutamato, por
desaminagro, pode Fbrnecer axoglutarato o qual pode entrar no
ciclo de Krebs fornecendo energia para a atividade da
nitrogenase.

FPara efeito de calculo, e a oxidagRo da glucose
ocorrer via EMP, seguida pelo ciclo de Krebs, gerando cerca

de 38 ATP.mol glucose™*, serfo gastos no minimo 1,89 C.g N



fixado™?! (Neves, 1982). Segundo dados de Bergersen (1971) e
Phillips (1980) o gasto minimo tedorico seria de 2,97g C.g N~

* 2. Estas

i

» calculado com base em uma relagdo P/O
est imat ivas est8o sujeitas a modificagies a medida que sejam
obt idos dados precisos da relagRo P/0 em bacterdides,

Salsac (1984) calculon o custo energetico total em
4,5 a 6,69 C.g™*, utilizando diferentes valores de efici@&ncia
relativa de alocagio de eleétrons entre nitrogenase € 0 Mg,
diferentes taxas P/9®. Nestes cdlculos estRo incluidos os
gastos energéticos para assimilaglo de NHL™ e transporte de
asparagina & NHa".
2.1.3 Eficiéncia na utilizaglo de energia para fixagio de

nitrogénio.

Var ios fatores determinam a eficiéncia da

utilizagho de energia na fixagio bioldagica de nitrogénio,

considerando que a energia nos noédulos nlo € somente
utilizada para reducao de nitrogénio, mas também para

evolugBo de Ha (Evans et al., 1980), para assimnilagio de NHa™
ng citoplasma celular dos nodulos (Miflin & Lea, 1976) & para
crescimento e manuten¢io dos tecidos nodulares e do

bacterdide (Rawsthorne gt sl., 1989).
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2.4.3.1 Evoluglo de hidrogénio

Var ios autores (Dixon, 1972y Schubert & Evans,
19763 Gibson, 1976 e Schubert & Ryle, 1980) tem sugerido que
a evolugio de He catalizada pela nitrogenase €  uama  via
importante de perda de energia durante o processo de reduglo
de nitrogénio “in vitro”.

A evolucio de Ha dependente de ATP foi detectada em
nédulos destacados de soja pela primeira ver por Hoch gi 3l.
(1957). Logo foi estabelecida uma relaglo entre a fixacdo de
nitrogénio e a evolugio de Ha (Bulen gt al., 1965y Bulen & Le
Comte, 19464), demonstrando que =2 nitrogenase catalisa uma
reacio dependente de ATP e de poder redutor, na qual cerca de
7%% do  fluxo de elétrons € transferido para o nitrogénio e o
restante para H* formando Hge. Aprodimadamente 4 a S moles de
ATP a¥o utilizados por par de elétrons transferidos ao Ha
(Winter & Burris, 197463 Yates, 419B9®). Varias fatores podem
afetar a alocaglo de elétrons para MY ou nitrogénio (Simpson,
i987), no entanto a evolugHo de MHa pela nitrogenase ¢
obrigatoria €, mesmo em pNe infinitas, a taxa de moles de He
evoluido para moleé de Np fixado permanece proxima de 184,
mantendo o desvio de aproxdimadamente 295%Z do fluxo de elétrons
da nitrogenase para H" (Simpson & Burris, 1984). Entre os
fatores que interferem na distribuigRo de elétrons aos
substratos da nitrogenase, € importante destacar o suprimento

de ATP & redutores e a razido entre os 2 componentes da
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nitrogenase (a dinitrogenase redutase e a dinitrogenase)
(Yates, 1988). Além de fatores intrinsecos da propria
bactéria, ou seja, NAS ESPECIes 4que possuem uma  vanado-
nitrogenase, a transferéncia de elétrons para o H" & de S5@%
(l.eigh, 1999). Sendo assim, concentragoes 6timas de ATP e
redutores ¢ uma alta taxa de dinitrogénase redutase  em
relac8o &2 dinitrogenase contribuem para uma alocaclo maxima
de elétrons para o nitrogénio (Evans gt al., 1982).

Diversos fatores ambientais podem interferir na
alocagio de elétrons para a nitrogenase, tais como, mudancas
de temperatura (Rainbird gt al., 1983b) ¢ de pOp no ambiente
do nédulo (Walker gt @al., 19843 Drevon gt al., 1982). As
var iagdes na alocaglo de elétrons constituem um problema
importante relacionado com a eficiéncia da fixagio de
nitrogénio em organismos intactos, uma vez que condigles de
limitagio de Fotossintatos ou de baixo suprimento energético
podem reduzir o fluxo de elétrons atraveés da nitrogenase “in
vitro”, consequentemente aumentande a evolugfo de Ha en
relagio a formagio de NHp ou seja, diminuindo a8 eficiéncia do

processo da fidaglo de nitrogénio.
2.4.3.2 Hidrogenases & a economia do ndédulo
As perdas de He durante a fixaclo de nitrogénio

para diversos organismos fixadores variam consideravelmente

(Evans et 5l., 1984) & o principal fator determinante destas
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perdas @ a operacHo de um sistema de reciclagem de Ha
catalizado pela hidrogenase. A maioria dos organismos
fivadores de vida_livre € as cianobactérias reciclam atraveés
desta via grande parte do Mg produzido durante a fixag8o de
nitrogénio. As hidrogenases presentes nos bacterdides de
Rhizobium catalizam uma reaclo de oxidagRo irreversivel do Hg
(Ruiz-Argueso gt al., 1979b; Emerich gt al., 1986), ao
contrédrio de hidrogenases presentes em outros microorganismos
06 quais catalizam esta reacio de forma reversivel (Drevon e
Salasac, 1984).

Nosg bacterdides, O complexo enzimatico da
hidrogenase esta localizado na membrana celular, podendo
transferir elétrons do He para uma série de carreadores de
celétrons da cadeia respiratoria, gerando ATP e tendo o O
como aceptor final de elétrons (Eisbrenner & Evans, 1983). Em
algumas estirpes de Rhizobium HUP* a capacidade de oxidagio
do He & até 10 veres maior do que a capacidade de evoluglo de
Ha (Ruiz-Arguesoc, 197%9b). Este aparente excesso pode ser
vantajoso quando ocorrem condigtes desfavoraveis & simbiose
levando a uma maior alocacio de elétrons ao H* (Evans gt al.,
i982). No caso de Rhizghium. a maioria das estirpes testadas
nio possuem hidrogenase efetiva (Nelson & Child, 1981y Ruiz-
Argiieso gt al., 1978:; Evans gt al., 1981), e a media das
perdas de Ha nos nddulos de leguminosas inoculadas com
estirpes HUP™ (que nio possuem hidrogenase) € equivalente =a

2% do {fluxo de elétrons da nitrogenase, comparado com =&
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média de 3,8% de perdas quando inoculadas com estirpes HUP™*
{Evans gt al., 1281).

& primeira evidéncia da ocorréncia de hidrogenase
na simbiose Rhizobium - leguminosas foi obtida por Phels €
Wilson em 1941 (citados por Drevon & Salsac, 1984) em nddulos
de ervilha. Este trabalho foi confirmado posteriormente pelos
estudos de Dixon (1967, 1972). Testes de inoculagao cruzada
entre estirpes HUPT e HUP™ de Braduchizebium laponicdn  em
cultivares de 50j8  COom ”backgrmund” genético distinto,
demonstraram que =R sintese da hidrogenase é codificada pelo
genoma do microssimbionte (Carter gt al., 19783 Camack &
Yates, 1984). No entanto, =a hospedeira pode influenciar a
indugiao da hidrogenase dentro do nddulo (Dixon, 1972y Gibson
et al., 1981i; Lopex gt al., 19835 Bedmar gL al., 19833
Hungria & Neves, 1987).

Dixon €41972) levantou uma série de hipdteses sobre
a fungio da hidrogenase nos ndédulos de leguminosasd (&)
evitar o acumulo de concentragoes inibitorias de Ha nos
nodulos: (b)) agir como um mecanismo respiratdrio protegendo &
nitrogenase contra a inativagio por Oz & (c) conservar parte
da energia perdida hela evolugio de Hg.

Dixon et al. (1981) verificaram que a quantidade de
espagos intercelulares nos nidulos de leguminosas € muito
limitado ¢ 4que, além disso, nfc had conecclo através de fase
gasosa entre o interior e o exterior do nddulo, devido =a

presenca de uma camada de células sem espagos intercelulares,



obrigando os gases a se difundirem através da fase liquida.
Baseado nestas observacies, € possivel que ocorra inibiglo d=a
fixagHo de nitrogénio causada por concentragdes elevadas de
He no nddulo, apesar deste ser um gas muito leve., Dixon &
Blunden (i983) obtiveram dados experimentais que d8o suporte
a esta idéia, no entanto atualmente esta teoria € questionada
(Evans et al., i987) pois socb condicﬁe; atmosfeéricas normais,
a concentracio de He no nddulo € aproximadamente 3%  d=a
concentracio de nitrogénico (Sheehy gt al., 1987).

A fungXo da hidrogenase de utilizar excesso de
oxigénio de modo a manter o ambiente anaerdbico no sitio da
nitrogenase foi demonstrada tanto em organismos fixadores de
vida livre <(Walker & Yates, 1978) quanto em bacterdides de
Bradurhizobium dsepenicum (Ruiz-Argueso, 1979 a, Emerich gt
al-, 1979). No entanto a pressio de oxigénio no interior dos
ndédules “in vivo” é mantida & niveis baixdos pela presenga da
leghemoglobina, da barreira & difusiko de 0Oz ¢ pela intensa
respiragio dos bacterdides (Drevon e Salsac, 1984). Nestas
condigBes, um consumo suplementar de oxigénio pode ndo se
constitiuir numa protegio dtil como seria no caso de bactérias
fivadoras de vida iivre € bacterdi&es “in vitro” (Salsac et
al., 1984), podendo até ser constituir numa desvantagem
{Drevon & Salsac, 1984; Evans gt al.. 19873 Yates, 1988).

Uma ver que a produgio de He pelos nodulos € a
maior perda no balangoe energético da Ffixaclo bioldgica de

nitrogénio, =as estirpes que sio capazes de prompover =



oxidagio do He juntamente com a formaelo de ATP  deveriam
economizar parte da energia € poder redutor gastos pelsn
nitrogenase através da transferéncia de elétrons diretamente
para a enzima {(Salminen & Nelson, 1984) ou entdo para a
cadeia respiratdria, produzindeg ATP  (Walker & Yates, 1978;
Dixon, 1978), levando a uma major produclo de matéria seca
pela planta (Schubert & Ryle, 198¢; Salsac gt al., 1984).

Teoricamente, & taxa da fiﬁacﬁo de nitrogénio em
uma estirpe que reoxida todo Ha evoluido via nitrogenase pode
ser aumentada de 40 a i5%, assumindo que cerca de 1/3 do
fluxo de elétrons seja alocade para reduglo de prdétons & que
apenas 1/3 desta energia seja conservada pela oxidagio do M
(Schubert & Ryle, 198@).

Rrevon gt al. (4982 usando duas estirpes
isogénicas de Braduchizobium jzpanicum que diferiam apenas na
expreselio do gen “HUP”, verificou que houve um decréscimo de
5.3% na quantidade de C0z evoluide por mol de Colbe reduzido.
Isso corresponde a uma economia de cerca de 9,04 unoles de
glucose que poderiam gerar de 13 a 19 umoles de ATP na cadeia
respiratdria. No entanto, os c¢dlculos da gquantidade de ATP
gerada pela reciclégam do Ha (com base no Ha evoluido pela
estirpe HUP™) corresponderam a apenas 39 a 454 da energia que
poderia ser gerada pela odidacBo da glucose economizada
(Salsac gt al., 1984), ou seja, apenas 2 moles de ATP paor mol
de Ha oxidado foram produzidas pela estirpe HUPY., Neste

experimento nio  houve efeito da reciclagem de Mz na taxa da
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fivacio de nitrogénio, provavelmente devido a uma deficiéncia
na respiracio dos bacterdides, levando & competiclio entre
NADH & Mz na cadeia respiratdria ¢ a menor eficiéncia deste
como gerador de ATP  (Salsac gt al., 1984). Uma indica¢lo de
que esta deficiéncia foi na respiracio e nao na
disponibilidade de fotossintatos foi o aumento na taxa da
finacho de nitrogénio quando os nddulos foram expostos a pOx
mais elevadas (Drevon gt__al., 1i982). Explicagio similar foi
dada por Sorensen & UWyndaele (i986) para uma diminui¢go
observada na producio de ervilha inoculada com estirpes HUP™
comparadas caom  as HUP™., No entanto & sabido que estirpes de
R. legumingsarum produzem nodulos com baixa atividade da
hidrogenase o «que torna dificil & verificacio dos efeitos da
atividade desta enzima em termos de produglo da planta
(Truelsen & Wuyndaele, 1984).

Outros trabalhos verificaram gue a oxidacio do Ha
estd associada a uma diminuicdo na taxa de evolugio de COn,
resultante da diminuic8o na taxa de oxidaglo de substratos de
carbono {(Emerich et al., 1980; Arima, 198i; Rainbird et al..,
1983c¢), podendo reduzir significat ivamnente o custo
respiratdrioc da Fiﬁacgo em comparagio com plantas inoculadas
com estirpes HUP™ (Layzell gt al., 1979).

A magnitude dos efeitos benéficos da reciclagem de
He nos ndédulos de leguminosas foram estudados em  varios
experimentos conforme revisves de Evans gt al. <i1982),

Einsbrenner & Evans (1i983) e Yates (1988). E&m muitos estudos
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foram comparadas estirpes HUPT g HUP™ como inoculantes de
leguminosas mostrando aumento de produclio e maior acuimulo de
nitrogénio na p]anta inoculada com estirpes HUPY (Schubert gt
al., 1978; aAlbrecht gt al., 41979: Lepo gf al., 19843
Zablotowicz gt al., 1i980: Neves ef al., 19837 Carter ef al.,
1978 De Jong gt 3l., 1982), e também foi observado, um
aunento médio de 8,9% no teor de proteina do gr8o da soja
(Hanus gt al.., 198%1).

Teoricamente, a utilizaglo de mutantes HUP™ e
revertantes HUP+ como inoculantes € a melhor forma de
aval izgSo das vantagens da reciclagem de Ha sobre a fixaglo
de nitrogénio & o crescimento das plantas, uma ver gue evitam
o problema da interferéncia de outras diferengas genéticas
além da hidrogenase na performance da simbiose (Eisbrenner &
Evans, 1983). Hungria gt al. (198%9), trabalhando com uma
mutante HUP™ (PJL7) e uma revertante HUP™  (PJL7-4),
encontraram valores significativamente majiores em termos de
eficiéncia nodular (Ni Fixado.g nodulo-1), taxa de transporte
de N-ureido, incorporagio de N em varias partes da planta e
indice de colheita para a revertante HUP*., No entanto, mesmo
assim existem contfuvérsiaﬁ sobhre os efeitos da hidrogenase
no desenvolvimento das plantas. Drevon gt al. (1987),
utilizando estas mesmas mutantes pontuais de Braduyrhizobium
japenicum, observaram efeito negativo da revertante HUP™ em
relacgio a mutante HUP™ na producdo de matéria seca da soja.

Este resultado foi atribuido pelos antores a limitagko de O



para a respiracio do bacterdide devido Ao cultivo
hidroplnico. Isto pode ser explicado devido a diminuigio na
disponibilidade de Ox na revertante HUP* devido a oxidagio do
Mws Resultados similares ou sem efeito significativo foram
revisados por Eisbrenner & Evans (i983) e recentemente
observados tanmbém por Cunningham gi al.”-i1985) ¢ Kimou &
Drevon (1989).

Fstes dados controversos podem ser devidos a
complexidade do sistema, sujeito a interferéncia de fatores
ambientais, o que torna dificil o controle das variaveis

envolvidas.

g conceito de “eficiéncia relativa” (ER)Y foi

definido por Schubert & Evans (i978) comod

Ha evoluido no ar

tana de redugio de CoMa

Esta express’ao considera que sob concentragtes
saturantes de Cghle (104 V/V) todo o fluxoe de elétrons &
dest inado a nitrogenase para redugao de Cuale a ColHas

Na auséncia da hidrogenase, a quantidade de Mg
evoluido é igual aguela produzida pela nitrogenase ¢ @a ER
medira a Ppropor¢ac de elétrons perdidos na evolugio de Ha

sobre o total de eleétrons destinados a nitrogenase. Por outro



lado, na presenga da hidrogenase, uma parte ou o total do Ha
formado é reciclado fornecendo valores de ER préximos de f.
Como ja discutido, pelae menos um mol de Ha &
produzido por mol de nitrogénio redusido. D& acordo com a
definicao de Schubert & Evans (1976) esta taxa corresponde =&
uma eficiéncia relativa de 9,75, Logo € importante investigar
condigbes nas quais a eficiéncia relativa fique pelo menos
proxima deste valor, uma vez que para a média das estirpes de
Bradurbhizobium dapgonicum este valor gira em torno de @,69.
Reve ser levado em conta também gue a eficiéncia relativa,
para a8 mesma estirpe de Rhizebium varia com a cultura,
durante o ciclo da planta € com as condigies ambientais
(Balsac gt al., 1984; Hungria & Neves, 1928465 Neves & Hungria,

19870 .

2.2 Métodos experimentais para avaliagfo do custo energético

da fixaglo de nitrogénio

Os altos .custos teoricos da fixaglo bioldgica de
nitrogénio motivaram muitos estudos visando avaliar “in vive”
o custo energetico do nitrogénio fixado, em termos de
utilizagio de carboidratos pelos nddulos de leguminosas.

A Primeiras tentativas de avaliar o custo

energetico da Ffivagao de nitrogenio foram feitas pela



comparagan  do crescimento  de plantas noduladas € n&o0
noduladas, obtendo = diferenga em peso seco € conteddo de
nitrogénio entre elas {Christiansen—Weniger, 41923; Allan,
19343 Andrews, 1937, citados por Phillips, 198@). Alguns
destes valores, variando de 3 a 20y carbono/g N~fixado, sdo
surpreendentemente semelhantes a valores obtidos em medi¢oes
mais sofisticadas (vide Tabela 4). As principais criticas a
estes primeiros trabalhos sBof a absorgfo de nitrogénio pelas
plantas controle nHo corresponde a +ixagHo de nitrogénio
pelas plantas noduladas; alguns exper imentos foram conduzidos
no campo e o controle sobre a nodula¢gio nRo foi eficientes; o
periodo de iniciacio do ndduleo foi incluido nas avaliagOess
em alguns casos a época de coleta das plantas indicava que
poderia ter havido contribuicio de nédulos senescentes; e
finalmente erros nas avaliacdes dos Areﬁultados {(Gibson,
19464). Gibson (1966) antravés da mesma metodologia anterior,
mas utilizando cdliculos de taxas relativas de crescimento de
modo a minimizar os efeitos de época de coleta e diferengas
iniciais em tamanho das plantas com nitrogénio € noduladas,
abteve valores médios 9,3y C.g N-fimxado™* para JTeoifalium
subterraneum, bem abaixo do gasto minimo tedrico que € de
1,809 C.g N"* (Neves, 1982).

A respiragio medida através da evolugdo de COn & em
alguns ensaios pelo consumo de On, tem sido utilizada na
maioria dos experimentos como indicative do consumo de

carboidratos pelo nodulo. Visando tentar BIPEr ] a
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dificuldade de medir a respiracio de ndédulos intactos sem
incluir a respiragio das raizes, danificar plantas ou
nodulos, QU MESMO interferir em outros processos metabdlicos,
umz larga gama de metodologias tem sido desenvolvidas, o que
dificulta as comparacoes entre as estimativas obtidas nos
diversos trabalihos como se verifica nas revisoes publicadas
por diversos autores (Schubert & Ryle, 19803 Phillips, 1980
Minchin, 1989; Pate ¢t al., 1984i; Minchin gt al., 19843
Neves, 1982; atkins, 1984 € Neves & Hungria, 1987).

A primeira estimativa de custo respiratdrios dos
néddulos foi feita por Bond (1944) que comparou a respiragio
de raizes de soja noduladas e nio-noduladas € assumiu que a
diferenca representava a respiracdo devida a atividade dos
nddulos. Heytler & Hardy (4979 utilizaram este mesmo
principiao para comparar A respiragcdo entre isolineas
nodulantes ¢ nHo nodulantes de soja e também entre soja
nodulada com uma estirpe normal € uma muatante ((Nif7) de
Rhizobium. No entanto algumas criticas sdc levantadas contra
esta metodologial? as taxas respiratdrias de raizes noduladas
e nio noduladas reflete também o custo respiratorio de
crescimento e manuténcﬁo de nddulos jovens e senescentes, que
nAo est8o fixando nitrogénio (o que em parte é reparado pelo
uso de mutantes Nif™). Além disso, Lambers g al. ((1986)
comparando o metabolismo energético de raizes de LUpinus
albus noduladas e nio noduladas supridas com NOn™ verificou

que & assimilagio de NO3- afeta = contribui¢io relativa da
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via oxidativa alternativa (SHAM™-sensivel), menos eficiente,
nas raizes. Lsta via € mais ativa em raizes de plantas
supridas com NOy™ (Lambers gl al., 19689 e de Visser, 198%5) do
que em raizes supridas com N= ou NHe* (de Visser, 198%5). Pate
gt 8l. 4979y, Atkins gt al. (i980) e Minchin gt al. (1989)
observaram uma maior. liberacao de COx» pelas raizes de suporte
dos noédulos em relaglo As supridas com NOa™ & parte desta
diferenga foi atribuida a um chamado componente ndo
assimilatdrio, ou seja, ndo ligado a custo de manuten¢fo e
crescimento de nddulos nem a fixagdo de nitrogénio.

Vigando separar o custo respiratério devido a
atividade dos nddulos daquele referente a atividade das
raizes, varias aproximagles foram tentadas: a) utilizaglo de
nédulos destacados como medida direta da evolugio de COa e/ou
absorgio de O em fungido do nitrogénio acunulado (Minchin
& Pate, 19737 Herridge & Pate, 19777 Pate & Herridoge, 19783
Minchin gt al., 1980; Neves ¢t al., 1978) ou da reduglo de
CaHa (ARA) (Tjepkema & Winship, 1989); b) nediclo da
respiragio de raizes antes € apos a retirada de todos
os nddulos em relacio a ARA e evolugHo de Ha (Skrdleta gb
al~., 1983, 19843);'c) mediglo da respiragio de segmentos de
raizes contendo nddulos encerrados em micro-sistemas antes ¢
apds a excisdo dos nodulos (Tjepkema & Yoccum, 19733 layzell

* SHAM = Adcido hidroxiamico



et al., 419793 Dixon et al., 1981 Rainbird gt al-, 1983x) e
d) medi¢Ho da respiraciio de raizes noduladas antes e depois
da remogio de um peso conhecido de nddulos em relagdo ao
aciimulo de nitrogénio na planta (Ryle gf al., 1978, 197%ay
Houwaard, 1i989; Schubert & Ruyle, 1789).

A utilizagio da evolugio de COx como medida do
eusto energético da fiuxaglio de nitrogénio apresenta varias
limitacgtoes (Minchin et al., 19842, Dixon gt al. (19841)
obt iveram dados de R {coeficiente respiratdrio)
consistentemente menores que {1 em segmentos de raizes
noduladas de soja € ervilha, Isso indica que pode estar
ccorrendo uma oxidagiao parcial  da g}ucose a piruvato e
reagdes anapleurdticas para sintese de aceptores de
nitrogénio. Pelos dados destes antores, para estas duas
especies, 0o custo energético calculade com base na evolugZHo
de {0z apresenta-se subestimado em relag¢io ao obtido com base
na absor¢io de On. Além disso, ha =a possibilidade de
refixagaoc do €0 comno ¢ indicado pela presenga de
carboxilases, tanto nas raizes gquanto nos nddulos (Lawrie &
Wheeler, 19735bs Christeller et al., 49773 Laing gt al., 1979;
Lodha gt al., 1i983; Suganuma & Yamamoto, 41987), e também pela
atividade respiratéria de microrganismos na rizosfera € no
substrato das raizes (Minchin gt a3l., 1984).

Putras criticas tem sido levantadas contra estas

metaodologias? a) o destacamento provoca declinio na atividade
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doe nedulos em termos de evolugho de COnp (Minchin, 1980) e
refivagio deste pela PEP carboxilase (Bethenod gt al., 1984).
No entanto Herridge & Pate (1977) encontraram uma boa
correlacio entre os dados obtidos em ndédulos destacados € 0%
dados de evolugfio de CO» obtidos em plantas intactas de
caupi. Tjepkema & Winship (1980) verificaram que a eMCcisao
dos nodulos de actinomicetos nio afeta a taxa de evolug8o de
CO= desses nodulos durante as primeira§ 3 horas de incubaglo,
mas que para nddulos de soja ha uma gqueda nessa taxa logo
apés a retirada dos ndédulosy b) a atividade da nitrogenase de
nédulos de soja ¢ afetada pela excis’io (van Straten &
Sehmidt, 4974: Ralston & Imsande, 1982); e também pode sofrer
um declinio substancial com a remo¢io da parte Baédrea e
agitacio das ralzes (Minchin gt al., 1986); ©) 08 Processos
bipguimicos do ndédulo mudam rapidamente com =2 excisfo (por
exemplo, Lawrie & Wheeler (4975Sh) detectaram a presenca de
deido itaconico em extrato de noedulos preparado 39 minutos
apfs a eMcisio, sendo que este Acido nio € detectado em
nodulos imediatamente apds a remogiod: d) a remoglRo dos
nédulos das raizes bem como @ manipulaglRo excessiva das
plantas induz a um. aumento da taxas respiratoria devido a
injuria provocada nos tecidos radiculares (Minchin, 1980)y e)
erros sio introduzidos na extrapolacio de dados obtidos a
partir de uma amostra pequena de ndédulos onde se avalia a
respiragBo (Minchin, 1980). A atua¢io no nddulo de uma

barreira a difusio de 0= (Sheehy gt al., 1983), que pode ser
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alterada pelo manuseio  ou pelas condigoes ambientais,
afetando as atividades respiratoria € da nitrogenase, poderia
explicar muitas destas variagtes na atividade da nitrogenase
quando da excisido do nddulo.

Winship & Tiepkena (1982 descreveran uma
metodologia que permite a avaliacBo rapida e simult3nea da
evolugio de 0z, absorgio de Op e ARA em nodulos individuais
ligadas as ralzes de plantas intactas. Embora bastante
complex & dispendioso, o nétodo produz um minimo de
interferéncias no sistema permitindo estudos mais detalhados
do custo energético da atividade da nitrogenase, embora niao
permita a separagio da respiracio do segmento de raiz, que €
incluido numa na cubeta Juntamente com o nodulo, da
respiragio devido a atividade do nddulo, exceto por
diferenca, apos da retirada do nddulo.

Todas estas metodologias Falham ainda em separar a
respiracio de crescimento ¢ manutencio dos tecidos nodulares
¢ do bacterdide (Rawsthorne gt al., 198@).

Uma série de estimativags do custo energético da
finac&0 de nitrogénio, utilizando plantas noduladas intactas,
envolvem a medicﬁo. simultanea da evoluglo de CO0zx e da
atividade da nitrogenase sob efeito de diferentes
manipulagctes ambientais. Estas aproximagtes baseiam-se na

seguinte expressio (Mahon, 1977a):

R = RMW + RGdw/dt + RF (Np ase)d ()



onde R & a respiracgio total das raizes & nddulos; W € o peso
seco de ralzes € nédulns; Ne~ase € a atividade da nitrogenase
e RM, RG & RF s80 coeficientes de manutengio, crescimento e
fivacio. De =mcordo com esta expressio, se a atividade da
nitrogenase pode ser variada sem variar o peso ou a taxa de
crescimento, entfo =a relaglo entre a respiragio total e =
atividade da nitrogenase deve ser linear, e a inclinagio
desta relagho deve representar =z respiracio requerida por
unidade de atividade da nitrogenase. Baseado neste principio
foi determinado © custo respiratdério em plantas de ervilha
pelo declinio provocado na atividade da nitrogenase (medida
pela ARA) alguns dias apds a adiclo de altas concentragies de
nitrogénio (420 ppm de nitrogénio) ao substrato das plantas
noduladas (Maxhon, 1%977a,b, i979). Kanamori gf al. (1984)
utilizaram o mesmo principio para nddulos individuais de
sojr. Varias criticas foram levantadas a esta metodologias
inicialmente os dados apresentados par Mahon nlo s3ao
convincentes gquanto a linearidade da relagdo entre as duas
atividadessy en segqundo  lugar, conforme foi levantado
anter iormente, a conversio de uma “raiz  de suporte”’ em uma
raiz suprida com altas doses de nitrogénio pode criar
problemas de mudangas nos processes bioguimicos da  raiz
{(Lambers et al., i980) e perda de atividade respiratdria de
nédulos em desenvolvimento, ainda sem atividade da fixacRor €

Ffinalmente o método pressupte que a adigio do nitrogénio deve
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suprimir a atividade dos nddulos sem causar senescéncia € que
a redugio de nitrato nas raizes dn planta teste deve ser
insignificante. Explorando a mesmz relaglo entre a respiragdo
do nddulo e a atividade da nitrogenase, Rainbird g% al.
(1984) estudaram =a variacio da evolugio de Ha (AriQ; ou em
ar) e de COx sob vdrios regimes de luz em plantas intactas de
s0ja. 0s dados mostraram que as tasas de evoluglo de COa e
He decresceram em paralelo gquando as plantas foram mantidas
no escuro por um  periodo extenso. A queda nas atividades da
nitrogenase ¢ de evolugio de C0x foi mais rapida a 30°C do
que a 22°C, mas a inclinagRo das curvas se manteve constante,
ou seja, nAo houve efeito da temperatura no custo energético
da fixag%o de nitrogénio, o mesmo foi observado por Ryle gk
al. <¢4989) em plantas de trevo branco analisadas em
temperaturas entre % e 23°C. Fatterson & Larue ({(1983)
obhtiveram curvas de regressio entre a at ividade da
nitrogenase, estimada pela ARA € a respiracio de plantas
intactas em camaras fechadas, chamadas de respirdmetros, onde
a respiracio e ARA eram medidas simultaneamente antes e apds
um tratamento de & minutos com 4 atm de On. Segundo Patterson
gt al. (1983) ha uma relagio direta entre a queda na
atividade respiratdria e da nitrogenase nestas condi¢oes,
havendo uma recuperagao das atividades apos um periodo de 2 a
3 horas.

Warembourg gt al. (19827 desenvolveram . uma

metodologia que permite a exposiglo da parte aérea das



plantas a **C0= durante um curto periodo de tempo, analisando
cuidadosamente fluxo de *?*C0- no solo de modo a detectar as
diversas fases de atividade. O sistema radicular foi
similtaneamente exposto a *®No de modo a estimar a quant idade
exata de *®Ng finvado durante o periodo de exposi¢lo ao **C0s.
A respiracio do solo foi também monitorada através do fluxo
de COw. Este método foi utilizado para avaliag8o do custo da
firnacio de nitrogénio em soja (waremboﬁrg, 1983 Warembourg &
Roumet, 1989) tendo a vantagem de trabalhar com plantas
intactas. 0 resultado expressa o custo liquido da fixaglo de
nitrogénio apds a formaglo dos nodulos, incluindo =
utilizagao de carbono para transporte de compostos
nitrogenados para fora do nddulo. No entanto, devido a
complexidade do sistema necessdrio, =a utilizagio desta
metodologia ¢ limitada pelo pequeno ndmero de amostras gue
podem ser manuseadas similtaneamente.

Rule gt al- (i984) mediram a evolucglo de COn de
rafzes de plantas intactas de soja antes e apos & retirada
dos ndédulos, no ar & a 3% On, de modo a inibir a atividade da
nitrogenase. A cada intervalo foi determinado o N-fixado pela
planta (KJeldahl).- 0 grau de inibigio da nitrogenase foi
determinado pela comparacido das taras de ARA em ar & & 34 Op
em varias ocasites durante o ciclo da planta. Os custos
respiratirios ligados =2 nitrogenase € ao crescimento e
manutengio de nddulos foram calculados a partir dos dados de

evoluglo de CO. relacvionados e taxas da  fixaglo de
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nitrogénio. 0 componente de respiragao ligado a nitrogenase

foi calculado da seguinte formas

Respiragic dos nédulos a 2i%4 O - respiracio das raizes €
nodulos @ 3% O e
respiracgio das raizes a 34
Qnl (49

Estes valores w80 corrigidos para uma inibi¢io de
100X na atividade da nitrogenase pois a 34 On oCorreu uma
inibic30 média de 84X na atividade da nitrogenase e de 104 na
atividade respiratdria das raifzes, sendo por i%s0, necessdrio
descontar este fator no cdlculo acima. Através destes dados
foram obtidas regressBes entre a atividade respiratoria
devida a atividade da nitrogenase ¢ metabolismo de Niw € a
fivacio de nitrogénio (mg N.planta~*.dia™*) durante o ciclo
da planta. As estimativas variaram de 11 a 12,6 mg COp.mg N7
1, Este método foi usado posteriormente para avaliar efeitos
de manipulagao de fotossintatos (Ryle gt al., 1986),
condigles ambientais (Ryle gt al., 1988; Rule gt al., 1989) ¢
nitrato (Gordon gt al., 1989) sobre o custo energético de ARA
em trevo branco.

As  técnicas descritas anteriormente, além das
limitagdoes citadas, nao S’ apropriadas para medi¢tes
rdpidas, nic destrutivas, do custo respiratdrio para fins de
comparagio entre diferentes sistenas simbidticos &
acompanhamento destes parametros durante o ciclo da planta.

Visando superar estas limitagdes, Minchin gt al- (1283a)
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descreveram uma nova técnica baseada na observacio de que a
enposicio de nddulos destacados ou raizes noduladas a certas
misturas gasosas provoca reductes simultd3neas nas taxas de
evolugio de C0n & de ARA (Minchin gt al., 1983b), diferindo
dos métodos descritos no pardgrafe anterior na rapidez das
medi¢des (de 30-460@ min), na maior simplicidade do aparato
necessario (essencialmente um IRGA-analisador de gases por
infra vermelho & um cromatdgrafo), na facilidade de manuseio
simultineo de varias amostras além de permitir a separagldo
dos diferentes componentes do custo respiratdriow

Através da utilizacBc de um fluxo continuo de gases
contendo 190%Z Caba, passando através das ralzes de plantas
noduladas intactas, Minchin gt al. (1983b) observaram que as
taxas de evolugRo de CO= e de ARA sofrem declinios paralelos,
cerca de 510 minutos apés a exposi¢io ao LepHa. Verificou-se
que este declinio nAo estava associado a impurezas contidag
no Caka, nem ao Cwnte produzido e nio foi verificado em raizes
de plantas nfo noduladas ou contendo nodulos inefetivos. Como
a exposigio de rajzes noduladas ou nodulos a atmosferas de
Ari0, ou Heile teve o mesmo efeito nas tawxas de respiragldo e
na atividade d=a nitrogenase, os auvtores sugeriram que ©
declinio possa estar sendo causado pela interrup¢fo na
producio de ambnia, apds a exposicio ao CaHa.

Sheehy et al. (1983) observaram que a exposigdo dos
nédulos de trevo branco a concentragies crescentes de Op (24

a 8BOX) nio provocaram aumento significativo na respiragio dos



49

nddulos, nem danos a nitrogenase, conforme esperado para
estas condigbes (Bergersen, 19462: Pankhurst & Sprent, 1975,
19763 . Sendo assim, foi sugerido que, na auséncia de protecio
respiratdria, a inativagio da nitrogenase pelo Oz ¢ evitada
pela mudanga na resisténcia a difusio deste paira o interior
do bacterdide (Sheehy gt al., 1983; Weiz & 8Sinclair,
i987a,b). A interrupgio na produglo de aminia durante =a
exposicio ao CapHa aumenta a resisténcia da barreira & difusio
de On, evitando assim que o aumento na pQe devido ao
decréscime no consumo de Op provoaue a inativacRko da enzimx
(Witty gt al., 1984). Esta resisténcia foi caracterizada por
calculos matematicos que analisam a resposta respiratdria do
nodulo as concentragoes externas de OQn como um processo de
difuslo limitada (Minchin gt al., 1989, permitindo a andlise
comparativa do comportamento deste mecaniesmo protetdrio entre
diferentes simbioses (Minchin gt al-, 198%, Schuller gt al.,
i988). Algumas simbioses nRo apresentam declinic na atividade
nodular sob CaHe, € a atividade da nitrogenase nio resiste =a
aumentos na concentra¢lo externa de O, indicando que ha
diferencas entre as simbioses quanto ao controle da
resisténcia a difusio de Ozn (Witty et al., 1984). Nas
simbioses em que niRo ha variagao quanto a resisténcia &
difusdo de 0Omn, = tolerfncia da nitrogenase ao Oz Fica
relacionada ao suprimento de carboidratos € sob condigdes
normais a fixagHo de nitrogénio € limitada pela difusio de On

(Sheehy et al., 1985 Heckmann gt al., 1989). A atuaglo da
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barreira de difusio ao 02 varia com a combinagdo simbhidtica &
idade da planta (Minchin et al., 1983ay; Rosendahl & Jakobsen,
1988), com as condigdes ambientais pré—-analise (Minchin gt
al., 4983a, Minchin gt al., 192835), por baixas temperaturas,
alagamento (vide revisio de Minchin gt al., 1988) ¢ “stress”
hidrico (Durand gt al., 1987); & alterada também pelo
manuseio das plantas durante a andlise (Minchin gt al.,
1986h ) pela a exposig®o prévia das plantas a nitrato
(Minchin gt al., 19842) e por mudangas rapidas e substanciais
na disponibilidade de fotossintatos (Rule gt al., 1988). A
variagdo na resisténcia desta barreira afeta a atividade da
fixacho de nitrogénio em condigtes atmosféricas normais ¢ a
efici&ncia em termos de moles de nitrogénio fixado/moles de
Oz utilizado (Sheehy gt Bl., 1i987)5. A natureza desta barreira
ainda n8o se encontra esclarecida mas existem evidéncias de
gque o cortex do nddulo seja responsavel pela resisténcia &
difusd8c de Ox para o interior do nddulo (Tjepkema & Yocum,
19733 Wittty et al., 1i987), obrigando a difuzBo dos gases por
uma fase aquosa (Sinclair & Goudrian, 1981; Sheehu et al.s
i85y Hunt gt al., 1988). Recentements foi observada =a
presenga de maiof quant idade de determinado tipo de
glicoproteinas nos espacos intercelulares do cdértex de
nédulos de soja cresﬁidos sob exposigao a alta pO= (James,
199@). A nivel especulativo foi sugerido que estas moléculas
poder iam, através da absor¢io de dguan, estar envolvidas nas

respostas rapidas da barreira a difus8o de Oz no nddulo.



Pela metodologia de avaliagio de custo energético
descrita por Minchin gt 2al. (1983a), durante o periodo de
declinio apés a gxposicﬁo ag CaMe, @8 taxas de ARA €
respiraclfo variam proporcionalmente, sendo descritas por uma
regressio linear. Quando um novo estdgio de equilibrio €
alcangado, decreéscimos sucessivos na pla provocam novas
reducfes na respiragiio € produclo de CapHa. Esta andlise
permite a separaglico dos componentes respiratirios de plantas
intactas em! assimilagio de aminia, atividade da nitrogenase
e crescimento e manutengio de raizes ¢ ndodulos. A respiracio
ligada a assimilagl3o de ambnia ¢ medida pelo declinio na
producio de COm antes do declinio na taxa de producio de Calla
(Figura 2. 0 custo respiratorio da atividade da nitrogenase
é dado pela inclinaglo da reta que descreve o declinio nas
taxas de respiragio ¢ ARA durante =a exposicio ao LaHe ou a
pO.. decrescentes (Figura 3). As evidéncias de que todo o
declinio ¢ ligada a atividade da nitrogenase sfo: a) relaglo
muito préxdima entre os paridmetros (r® 5 9,99 em todos os
exper imentos): b)Y o efeito nfHo ¢ observado em raizes ndo
neduladas ou  que apresentem apenas nodulos inefetivos. 0
intercepto da curva (fidagio igual a =zero) fornece o valor do

custo de manutencio e crescimento de raizes € nddulos.
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FIGURA 2% Evolucfio de COx € ARA de raizes noduladas de trevo
branco no sistema de fluxo continuo de gases (adaptado de
Minchin gt al., 19283a).

A conversio dos valores obfidusJa partir das taxas
COu/Cala em Cog/ﬂa Fequer entretanto um fator de conversio
CusHa/Na, uma vez gque o0 método fornece na realidade o custo
respiratério por par de elétrons transferidos pela

nitrogenase.
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FIGURA 3: Correlacfo linear entre & producio de COx e ARA em
raizes noduladas de trevo branco, expostas a pQ. decrescente,
08 circulos fechados representam  valores obtidos x 214 Ow e
os abertos foram obtidos a POz mais banixas {adaptado de Witty
et al., 1983). _ :

Diversos trabalhos tem sido Publicados utilizando
esta metodologia Para avaliaclo do efeito de diferentes
rarametros sobre o custo energético da fixagio de nitrogénio
em leguminosas, Witty gt al. (1983 fizeram um levantamenta
entre 13 espécies_de leguminosas obfendo valores entre 2-5%
moles de COw.mol de Cqu“‘,.sendo observados variagtes devido
a estirpes de Rhingium € a planta hospedeira, mas nHo neo
ciclo da planta. Skot et al. (19848) compararam © custo
energético entre 9 est irpes de Rhizobium cada uma contendo um

entre 3 plasmideos simbidticos em combinagio com um entre 3

4 a
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diferentes “backaerounds” gendmicos, inoculadas em ervilha. 0s
resultados indicam que 0o custo energeético & POMCO
influenciado pela Presenca dos diferentes plasmideos
simbidticos. Schuller gt al. (1i988) compararam o custo
energético em soja cv Bragg e uma mutante supernoduladora
(nts 382) indicando haver eficiéncia respiratoria semelhante
no ust de carboidratos entre a v Bragg € a supernodulante,
embora esta apresente tauas especificas de ARA bem menores.
Em ervilha, o custo energético de uma mutante supernoduladora
nod3 em relagio a cv Rondo foi 254 menor. A atividade
especifica de ARA foi também menor € a produclo de matérian
seca foi  apenas 590% da cultivar selvagem (Rosendahl gt al..,
1989).

Apds esta apresentagio critica das metodologias até
agora utilizadas para medigio do custo energético da fimxaglo
de nitrogénio € facil compreender a extensa gama de valores

apresentados na Tabela 4, mesmo quando considera—~se a mnesma

espgcie de leguminosa. AleEm das diferen¢as devido as
caracteristicas das metodologias utilizadas, trabalhos
publicados utilizando R MEsSHA metodologia diferem nas

condigtes de creﬁcfmento das plantas: casa de vegetagio ou
camara de crescimento, temperatura, luninosidade, etc. Um
exemplo sBo oz trabalhos de Rosendahl e Jakobsen (4988) e
Skot et al. (1i9846) onde ambos trabalharam com ervilha em
cAmara de crescimento mas sob condigdes de temperatura e

luminosidade diferentes. Embora tenham ohtido valores
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semelhantes ou muito priximos de custo energético da fixacio
de nitrogénia, ¢ dificil fazer COmMparacoes entre as
cultivares utilizadas por estes autores. A utilizacdo de uma
mesma metodologia por diferentes autores, para avaliaclo de
custo energético, come tem sido observado nos trabalbos mais
recentes em relacgio ao método de Wittty gt al- (1983), pode
facilitar os estudos comparativos € de efeitos de diferentes
par@metros (ciclo da planta, ciclio diuwrno, luminovsidade e

temperatura) sobhre o custo da fixagio de nitrogénio.

2.3 Variac8o diurna & ontogenética do custo energético da

fivaglo de nitrogénio.

Conforme visto no item anterior, a maioria das
metodologias utilizadas para avaliaclo do custo energético da
fivagio de nitrogénio “in vive” envolvem wmedi¢tes de
respiracio de raizes e nodulos. Muitos fatores podem provocar
var iagoes nas taxas respiratorias de raizes noduladas, tais
como idade da planta, variagtes diurnas de temperatura e
luminosidade (Pate gt al., 19284), atividade das carboxilases
(Christeller gt al;, 1977y, atividade metabolica geral de
raizes € nodulos € a presenga de nodulos em crescimento ainda
sem atividade da nitrogenase mas com intensa atividade
respiratoria (Minchin gt al., 1981).

Flutuagoes diurnas no fornecimento de fotossintatos

podem influenciar a atividade de rafzes ¢ nodulos (Minchin gt
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al., 1981). Variagles dinrnas na respiracio de raizes foram
relatadas em soja (Ryle gt al., 1978, 197%ay Finke gt al.,
1982), ervilha (anchin & Pate, 1973, 1974), caupi (Neves gl
al-, 1984 Rule gt al.. 197%a; Rainbird et al., {983a) e
Vicia (Breeze & Elston, 1%278) podendo ser explicadas por
variagoes diurnas na temperatura do ambiente radicular (Finke
gt al., 1982; Rule gt al.. 1989 Gordon gt al., 1989) embora
sobh condi¢fes de campo, a radiaglo solar pode também ser
importante (Minchin gt al., 1981).

A atividade da nitrogenase também apresenta
variagdes diurnas mas os dados obtidos pelos diferentes
antores sio de dificil interpretacgio, devido a utilizagdo de
diferentes técnicas de andlise e condigoes de crescimento das
plantas. Minchin gt al. (i981) apresentam um guadro com 0s
padrdes de variagdo na atividade da nitrogenase obtidos por
varios autores em diferentes plantas. Se a atividade da
nitrogenase é} limitada pelo suprimento de carbono recém=—
assimilado o perfil tipico de variagio diurna na atividade da
nitrogenase seria um pico durante o dia seguido por taxas de
atividade decrescente od  constantes durante a noite
(Bergersen, 19703 Hardy et al., 49713 Silva, 1989). No
entanto em muitos casos n&o hda um ritmo diurno (Fishbeck gl
al., 19733 Hart, 1974) ou ocorrem picos de atividade no final
do dia (Sellstedt gt al., 1989) ou durante a noite (Ayanaba &

Lawson, 1977). Isto poderia ocorrer devido =a acumulos

transientes de agucares e polissacarideos produxidos durante
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o dia, ou a8 wvariagtes ambientais gque possam estar atuando
diretamente sobre a barreira a difuslo de On, regulando a
atividade da nitrogenase conforme o equilibrio de gases no
interior do ndduleo (Hunt gt al., 1988). De modo geral, o
padrio diurno da atividade da fixacho de nitrogénioc é afetado
por diferengas na morfologia e fenologia da planta, variagoes
na intensidade luminosa, temperatura do solo € do ar, umidade
e conteido de dgua na planta, € também pelo estdgio de
desenvolvimento da planta (Minchin gt al., 1981). 0 padrio
diurno de atividade da nitrogenase, gquando medido pela ARA,
pode ser ainda devido a variagfes na evolugio de Ha (Rainbird
gt al., 1983a).

0 padrf¥o de varia¢Ro da atividade respiratdria dos
nédulos é semelhante ao da ARA, resultando numa relagio
constante entre respiracdo & atividade da nitrogenase no
ciclo diurno (Mahon, 19773 Rainbird gt al., i983a, 19843 Ryle
et al., 1989). No entanto a evolugio de Hax & @ ARA podem
apresentar variacoes diurnas assincronicas (Sellstedt gt al.,
1989) de modo que variagoes didrnas na relagio C(C0s
evoluido/Ne fixado &80 esperadas (Rainbird gt al.. 1983w).
Além disso, a natures das vias metabdlicas no ndédulo pode
variar durante o ciclo diurno, resultando numa eficiéncia
variavel no =Rcoplamento da geraclo de ATP & poder redutor a
oxida¢i3o dos substratos disponiveis (Rainbird gi al., 1983r).
Variagoes diurnas de custo energetico de atividade da

nitrogenase foram relatadas em ervilha por Skrdieta g al.
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{1984) em termos de COn evoluido.Caba™* produzido € (0w
evaluido.N fixado™t, Para ambos parimetros ocorreu um maximo
durante o periodo(noturno e um minimo durante o final do
periodo diurno. No entanto, em caupi, Rainbird gt al. (1983a)
nio ohservaram variagio no gasto de COn/2 eletrons utilizadas
pela nitrogenase durante o fotoperiodo, porém a relagdo C0s
evoluido.N fixado™® mostrou variaglo diurna significativa,
sendo os valores obtidos durante o fotoperiodo o dobro dos
obt idos durante a noite.

Var iagtes ontogenéticas na atividade respiratdria e
da fixacRo de nitrogénio foram relatadas por diversos autores
(Herridye & Pate, 49773 Mahon, i977a; Pate & Herridge, 1978
Rule gt al., 1979a, by Neves &bt al., 1984y Minchin gt al.,
1980), havendo uma relaglc muito proxima entre as tauas
respiratdrias e da fixaglo de nitrogénio nos nddulos (Minchin
gt al., 1980). Através de um levantamento de diversos
trabalhos, Minchin et al., (1981} verificaram que 0 perfil
mais comum de variagio na atividade da fixagRo de nitrogénio
mostra Hm aumento durante o periodo vegetat iva,
frequentemente se estendendo até o inicio do periodo
reprodut ivo, seguid6 por um declinio gque c¢oincide com o©
periodo de enchimento dos grios. & evolugdo de Hz pelos
nédulos também apresenta um perfil sazonal (Bethlenfalvay &
Phillips, 4977a, b)Y, Em alguns casos a taxa madxima de
evolucao de Ha coincide com o florescimento e precede o pico

da fidaglo de nitrogénic (Bethlenfalvay & Phillips, 1977a),



consequentemente a eficiéncia relativa da nitrogenase aumenta
apés o Fflorescimento (Minchin gt al., 1981). Ha no entanto,
tdiferencas entre as simbioses quanto ao perfil ontogenético
de variagl®o nestas atividades.

fiom base nas variagles ontogenéticas que sHo
verificadas nas atividades da nitrogenase, evoluglo de Ha €
eficiéncia relativa pode-se supor que a eficiéncia nodular em
termos de consumo de C/N assimilado deva também variar
durante o c¢iclo da planta. Alguns trabalhos mostram que
durante o estdgio vegetativo, no periodo de intensa fixaglo
de nitrogénio, os nodulos 8o mais eficientes, occorrendo um
decréscimo significative na eficiéncia & medida gque a planta
avanga no estdgio reprbdutivo.

Fste padrio foi observado para soja (Ryle gt al.-s
1978 Warembourg, 1983y Ryle et al.. 1984), caupi (Minchin gb
al-, 1Y8@) e trevo (Warembourg & Rounet, 198%). Este
decrésc ino en eficiéncia nos cutdgios finais de
desenvolvimento da planta tem aido associado & senescéncinm
dos nddulos primarios e & substituiglio destes por uma
populacio secunddria menos eficiente e também & competi¢lo
entre 0% nédulds & us dro#dos reprodut ivos pelos
fotossintatos. Em ervilha (Rosendahl gt al., 1989y Skrdleta
gt al., 41983) e soja (Ryle gt al., 1978) foi verificada uma
menor eficifncia nodular também no inicic do desenvolvimento
vegetativoe provavelmente associada an dispéndio energético

associado a formacio do nddulo e ao inicio de atividade da



nitrogenase. Outros trabalhos porém ndo verificaram efeito da
idade da planta no custo energetico de atividade d=
nitrogenase (Witty gt al., 19835 Rosendahl & Jakoben, 1988),
embora para ervilhg, alfafa ¢ fteijfo tenha havido decréscimo
na propor¢io da respiragio ligada a atividade da nitrogenase
e em outra cultivar de ervilha tenha sido verificado aumento
nesta proporgio. Pela diversidade dos dados obtidos por
diferentes autores, inclusive gquanto .an padrio de variagio
nos parametros de custo energético, fica evidente =a
necessidade de um maior mimero de trabalhos nesta drea,
visando inclusive a seleglo de simbioses mais eficientes
energet icamente, principalmente durante os estdgios iniciais
do periodo reprodutive. além disso, a medida que as
metodologias de avaliagldoc permitam estudos comparativos,
seria interessante estudar o custo energeético da fixaglo de
nitrogénio das simbioses mais promissoras sob condicdes
ambientais adversas. Estes estudos SA0 importantes
cspecialmente em climas tropicais onde a ocorréncia de altas

temperaturas no s0lo é bastante comum.



3 MATERIAL E METODOS

3.4 Experimento It

Varia¢®o na atividade da nitrogenase, evolugio de

He ¢ ER durante o estagio reprodutivo da soja.

3.4.14 Condu¢glo do experimento:

0 experimento foi conduzido em casa de vegetacio,
na EMBRAPA~-LNPBS, Km 47, Rio de Janeiro.

Sementes de soja (Qluycine wax), ¢v Doko, foram
desinfestadas superficialmente em bicloreto de mercirio (2
9.17%*; Vincent, 197¢), pré-germinadas em placas de agar-dgua
e plantadas em vasos pldsticos de 4,0 1 de capacidade. Os
vagsos foram desinfestados com Agua sanitdria e a seguir,

lavados com agua esterilizada. Foram colocadas 4 sementes poyr



vaso, ¢ & dias apds o plantio foi feito um desbaste,
deixando~se 2 plantas por vaso. 0 substrato utilizado foi uma
mistura de vermiculita e areia, na prraporGcao 1¢2,
anteriormente lavado em dgua corrente durante 30 dias, seco €
esterilizado em autoclave.

As pléntulasg foram inoculadas .com cada uma das
seguintes estirpes de Braduchizobium Jaeonicum? CBi899
(BR933), 2%9W (BR©29), DF383 (BR®77) & SEMIASE87 (BRE®Y6). As
est irpes foram crescidas em meio inclinado YMA (Vincent,
1970) a 30%¢ por 7 dias. Uma SUSPENS8R0 contendo
aproximadamente de 10Q® unidades formadoras de col8nia.ml™*
foi preparada pela adig8o de 2¢ mi de solugdo de sais
esterilizada. A inoculaelo foi feita 7 dias apds a emergéncia
(DAE)Y, colocando-se i ml desta suspensfo Jjunto ao
hipocdtito. Apds a inoculac8o, a superficie do wvaso foi
coberta com uma camada de areia esterilizada de
aproximadamente 3 cn. |

De modo =& diminuir os riscos .de contamina¢io nos
vasons, a irrigacio foi feita com dgua destilada estdril,
adicionada diariamente, através de  um tubo plastico
introduzido cerca de 1€ cm ne substrate, mantendo-se o
orificio superior tampado com prpel aluminio. Soluglo
nutritiva esterilizada de Norris & T’Mannetje (41%964) foi
adicionada & cada 7 dias.

0 del ineamento experimental utilizado foi de blocos

a0 acasop, com 3 repetigbies, 4 tratamentos e 3 coletas,
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totalizando 36 vasos. As coletas foram realizadas aos 60, 75
e 149 DAE, correspondendo aos periodos de floragfo, inifcio da

forma¢cle das vagens e enchimento de grios.

3.14.2 Coleta de dados?

As plantas foram cortadas na altura do nd
cotiledonar € apds serem retiradas do solo € removido o
substrato, foram medidas =as atividades da nitrogenase e

evoluglao de Hp para cdlculo da eficiéncia relativa.
3.1.2.1 Evoluclo de Hg?

As ralzes noduladas foram Iincubadas em frascos de
250 ml, hermeticamente vedados com rolha tipo “Suba-Seal”
(Willian Freeman & Co., Barnsley, England) por 10 minutos.
Uma aliquota de 1,% ml da fase gasosa foi entlo retirada com
seringa € estocada em “Vacutainers” (Becton Dickinson, Ind.
Cirdrgicas, Minas Gerais, Brasil). Posteriormente, o conteddo
de Hgp foi determinado por cromatografia gascsa usando-se um
detector de condufividade térmica conforme ftem 3.3.2.5.

Para efeito de cdlculos foi utilizado um padrio de

Ha » 40 mlal-‘"-



3.1.2.2 Atividade da nitrogenases

A atividade da nitrogenase fol determinada pelo
método de reduglo de acetileno descrito por Dart gt 2al-
(1972), mas o tempo de incuba¢lo foi reduzido para % min de
modo & diminuir o erro experimental desta metodologia
(Minchin gt 38l1., 1983a). O0s frascos contendo as raizes
noduladas, apés a retirada da amostra para leitura da
evolugio de Hp, foram abertos para reequilibrio do sistema e
novamente vedados com rolha do tipo “Suba-Seal”. A seguir,
10X do volume do frasco foi substituido por CoHa. 0s frascos
foram ent8o incubados por S min a temperatura ambiente. Apés
esse tempo, aliquotas de 4,% ml foram retiradas e guardadas
em “Vacutainers” de 10 ml para posterior anal ise
cromatografica (item 3.3.2.5).

Para efeito de cdalculo foi utilizado um padrfo de

CauHe o 104 ul,17%,
3.1.2.3 Cdlculo da eficiéncia relativas

A eficiéneia relativa foi calculada utilizando~se =

seguinte equaclo:

Hz evoluido no ar
ER = § = e e x 100

{Schubert & Evans, 1974)



3.2 Extperimento IIt

Medida da raz80 CaoMe ? Na através de incubacfo com

‘GNH-
3.2.4 Condu¢g8oc do exper imento:

0 experimento foi conduzido conforme 3.f{.14. enceto
que foram utilizados potes pldsticos de 500 ml para plantio,
contendo 4 planta por vaso. As plantas foram mantidas nestes
potes por apenas 30 dias evitando-se o desenvolvimento
excessivo do sistema radicular, o que exigiria um gasto maior
de *®Np no sistema de incubagBo. As plantas foram entio
ctuidadosamente retiradas dos vasos, todo o substrato foi
removido por imersBo em dgua & foram a seguir transferidas
para potes pldsticos de 509 ml de volume, que permitiam a
vedacRo hermética, necessaria posteriormente. Nestes potes,
as plantas foram mantidas em solugBo nutritiva aerada por 3
dias antes dw incubag8o com *®Ng, para adaptacfo a0 novo
sistema. A tampa dos potes foi cortada para passagem e
fixacHo da parte aérea, &, um dia antes da coleta, 4 plantas,
uma d& cada tratamento, foram agrupadas por vaso, de modo a
reduzir o volume de g#s necegsdric e permitir © manuseio

simultaneo dos sistemas de incubagfo. Estes vasos foram ent8o
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fechados hermeticamente (vide ftem 3.3.2.1), mantendo-se dois
Drifkcios, um no fundo do vaso para aeraglo antes da coleta
o passagem da soluglo nutritiva no momento da incubaglo com
4BNa. Outro orificio foi feito na tampa para pasaagem de um
tubo de plastico rigido, fixado com cola “Durepoxi” (Pulvitec
S.A., S0 Paulo, Brasil) usado para entrada dos gases €
retirada de amostras durante a incubag80 (Figura 4).

O delineamento experimental utilizado foi de blocos
ao acasc com 4 tratamentos (estirpe CB 1809, 29 W, DF 383 e

SEMIA 587) € 4 repetigles.

3.2.2 Sistema para preparacio do gas *PNp?

0 gas nitrogénio enriquecido com *®N foi obtido a
partir da reagl®o de sulfato de amdbnio, contendo 2i% de atomos
de *®N em excesso (AX*"Nexc.), com hipobromito de sdédio. A
Figura 3 mostra o aistema usado para obter, purificar e
eatocar o gas, baseado em Matsui gt al. (4978) e Witty & Day
(1978) .

O sistema consistui de 3 componentes bdsicos? &)
c@dmara de reacRos; b) linha de purificacfo € ¢) frasco para
estocagem. Uma bomba de véacuo ou um cilindro de argé8nio foram
acoplados alternadamente ao sistema através de “V” para

retirada de qualquer vestigio de nitrogénio do ar.
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FIGURA 4: Sistemna utflizado para incubaglo das plantas em

I.E“a.

A cAmara de reécﬁo nontada -sobre. um agitador;
consistui de um funil de decantacio (A), para depdsito da
solqcﬁo de sulfato de ambénia. Esta era adicionado gota a gota
no balgq (B) contendo hipobromito de sddic € um agltédor
magnét ico.. Este balfo era mantido imerso em um recipiente

contendo gelo. Os frascos A e B foram conectados através de
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Sistema utilizado para preparacio do 9ds *FiNa.

C FIGURA 4:
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um “TY de vidro. O gds produzido era passado através das
conexdes de vidro € borracha de silicone até a 1linha de
purificagdo, que consistia de um “U” de vidro <(C) mergulhado
em nitrogénio liquido. A partir dai o gas e¢ra empurrado até o
frasco de estocagem (D), contendo vaselina para diminuir a
perda de *®Na para o liquido. Foi montado um sistemza de vasos
comunicantes para permitir o equilibrio entre o volume de gids
que entrava no sistema e 3 saida da vaselina. Este sistema
facilita a utiliza¢®o do gas armazenado. Todas as juntas e
vdalvulas do sistema foram lubrificadas com graxa para alto
VACUO.

A solucic de hipobromito de sddic Ffoi preparada
reagindo~se 40 ml de uma salugio de NaOH (405 em 40ml de
#gua) com 4 ml de Bra, acrescentados, aos poucos. 0 frasco de
reacio foi mantido resfriade numa capela de exaustBo, por
imersdo em uma mistura 3fi de gelo picado € sal. Esta
quant idade ¢€ suficiente para preparar 200 ml de gas
nitrogénio. Para produglo deste volume de gas foram gastos
1,2 g de sulfato de aminio marcado, disaolvidos em 19 ml de

ROQUR .

3.2.2.14 Producfo de *“Na

Devido =w baixa mercacio do sulfato de amoniza

utilizado, todo cuidado foi tomado de mado a evitar a

contaminag®o do sistema com nitrogénio proveniente do ar. ©
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gas foi preparado do seguinte modol

1) colocou-se & s0lu¢Bo de hipobromito de sddio em
By

2) com a valvula N® 2 fechada, N® 3, 4 ¢ 5 abertas,
o sistema foi evacuado at;avém de V, até a vaselina preencher
totalmente 0 frasco € e chegar até a valvula 4, a qual foi
fechada permanecendo assim até o in(qio da reagdoy

3) com a valvula N® 4 fechada, N® 2 e 3 abertas foi
aplicando alto wvdcuo por % minutos, usando para isto uma
bomba de difusfo, logo apds foi fechada a valvala N® 3j

4) Foi substituida a bomba de dlfusio pela saida de
um cilindro de argénio, =aberta a vidlvula N® i, ¢ passado um
fluxo forte de argbnio no sistema por 2-3 minutosy

) 0s procedimentos 3 e 4 foram repetidos mais 2
vezes para garantir =a retirada de qualquer vestigio de
nitrogénios

4) 0 sgistema foi evacuado (procedimento 3) para
inicio da reaglo e a solugBo de sulfato de amdnio marcado foi
colocada em A com a vdlvula N® {4 fechada. A vAdlvula N® {1 foi
aberta cuidadosamente & o conteido de A foi gotejado em B sob
forte agitagRo, mantendo~se as vadivulas N® 22 e 4 abertas e a
3 fechadas

7) Antes que a solugEo em A terminasse, adicionou~
se mais um pouco de dgua, continuando~se a reaglo até
terminar a efervecéncia que erax produzida pela reacios

8) Para transportar o g9uas até o recepiente D, foi
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adicionada dgua até encher o recipiente A, abrindo-se entfo
cuidadosamente a  valvula N® { até que a pressiio no sistema
fosse equilibrada pela aguar

¢y A partir dai, abriu-se a wvalvula N=® 5 ¢
empurrou~se 0 gds com a agua até o recepiente D, passando
pelo sistema de resfriamento Cj

19) Quando a #gua chegou até a vdlvula N® 5, esta
foi fechada .e 0o recipiliente €, Jjuntamente com esta valvula,
foi desligado do sistema, permitindo o transporte e
utiliza¢8o do gas no experimentoy

41) Duas amostras de (0 ml de gds foram guardadas
em “Vacutainer” para leitura do enriquecimento do ga&s em

espectrimetro de massa.

3.2.3 Sistema para incuba¢glo das plantas com 2®Nge

As plantas foram incubadas em um tanque de agua com
temperatura controlada a 33°C.

0 procedimenta para incubacio das raizes noduladas
foi o seguinte (Figura 4)¢t

1) 0 wvaso foi desligado do siatema de aeracfo ¢ um
tubo de ldtex foi acoplado em A, por onde o vaso foi
preenchido com so0lu¢Ro nutritiva até esta comecar a sair em
B. Este tubo de entrada foi mantide num nivel superior ao
sistema para evitar o retorno da dAguwm.

2) A vdlvula N® 2 foi fechada e 150 ml de *®Na e 30
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ml de Op foram injetados através de um septo, expulsando
igual volume de dgua pela borracha acoplada em A. Neste
momento foram retiradas de cada vaso duas zmostras de 10 ml,
guardadas em “Vacutainer”, para leitura de enriquecimento de
“QN.

3) A valvula N® i foi fechada ¢ o vaso mantido
assim durante o perfnéo de aproximadamente 41 hora.

4) Amostras foram retiradas a cada 19 minutos para
leitura da concentraclo de Ow no sistema, o qual foi mantido
sempre em torno de 20%, atraves de oxigénio injetado com uma
seringa através de B. Ao final da incubag8o, duas novas
amostrag de gases foram retiradas para leitura da AX*®Nexc.
ao final da incubaglo. A pCOr nos vasos foi mantida baixa
através do bombeamento da atmosfera dos vasos com uma seringa
contende NaOH, embora através de um experimento preliminar
tenha sido observado que =a exposi¢Ro dos nédules a pClaw
elevadas nfo provoca decréscimos significativos na ARA, o que

estd de acordoc com os dados de Hopmans ef al. (1983).

%) Apds o periodo de incubagRo, a valvula N® § foi
aberta € todo o vaso foi novamente preenchido com solugBo
nutritiva para retirada de todo o gds marcado do sistema.

3.2.4 Medigies de ARA e evolugBo de Ha

As plantas foram retiradas cuidadosamente dos
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vasos, a parte aérea fol cortada na altura de nd cotiledonar
€ a8 raizes noduladas foram incubadas no mesno tanque para
leitura da evoluglo de Ha € da ARA. Para leitura da evoluglo
de Hpx, as plantas foram incubadas durante 40 minutos em
frascos de 25 ml de capacidade mantidos na mesma temperatura
usada no experimento. Apds este periodo, aliquotas de 3 ml
foram retiradas e guardadas em “Vacutainer” para analise
cromatografica (item 3.3.2.%9). A ARA foi medida nestes mesmos
frascos, 0os quais foram abertos para reequilibrar o sistema,
fechados nbvamente e foi injetado 2,9 ml de CoMg. A incubaglo
foi feita durante & minutos a 33°C ¢ aliquotas de 3 ml foram
retiradas para leitura da concentraglo de CaHa por
cromatografia (ftem 3.3.2.%), logo a seguir, as raizes
noduladas foram congeladas para término da atividade dos

nddulos.

3.2.5 Determinagio da AXI®N em excesso nas amostras gasosas

provenientes do sistema de incubaglo

Para leitura da percentagem de enriquecimento dos
gases usados no experimento, foi utilizado um espectriometro
de massa modelo VG90@ (VG-IS0GAS, Middiewich, Inglaterra).

As amostras de gds que provinham de vasos de
incubagHo, continham cerca de 20% de oxigénio. Como este gds
interfere na leitura do espectimetro de massa, foi feita uma

lavagem em pirogalol para absor¢io do 0O da amostra antes da
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entrada desta no aparelho.

Para isto, uma soluclo de KOH saturado foi
inicialmente preparada misturando-se 10905 de KOH em 100 mil de
dgua destilada. Foram pesadas 200 mg de pirogalol e colocadas
no préprio frasco de amostras do espectr8metro, juntamente
com um mini agitador magnético. 0 frasco fei encaixado, o
sistema evacuade e injetado 2 ml da solugldo de KOHW. Cerca de
i ml de amostra de ar foi inicialmente injetada para teste e
o conteddo do frasco foi agitado durante cerca de % minutos.
A seguir a amostra foi congelada e procedida a leitura para
determinag8o do pico de oxigénio. Apds o teste foi procedida
leitura das amostras de gases contendo N marcado.

Foi preparado um padr8o contendo cerca de 19,5% de

A*BNexc. para calibracfo do aparelho.

3.2.6 Cdlculo do N fixadoz

As amostras de nddulos, raizes € parte adrea das
plantas foram secas separadamente em estufa a 460°C até peso
constante € foram ent3o determinados o peso, N-tatal pelo
método Kieldahl e a AX*®™N exc. por espectrometria de massa,
para cada parte da planta. Inicialmente determinou—~-se a
var iag8o natural existente em ndédulos, ralzes e parte adrem,
separadamente, de plantas de soja cultivadas nas condi¢fes do

experimento mas nRo expostas ao gds enriquecido. Estas
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amostras foram usadas como controle, uma vez que a variaglo
natural na AXY®™N de amostras de plantas frequentemente difere
do valor @,365 (AX*®N presente naturalmente no ar).

0 valor de AX*®PNexc. das amostras de nédulos,
rafzes € parte aédrea das plantas expostas ao 9as enriquecido,

foi calculada, separadamente entfo pela seguinte férmulal

AZ*BN exc. amostra = AX*™N amostra - AX*™N controle

A quantidade de nitrogénio fixado nec periodo de uma

hora foi calculade, para cada parte da planta, pela fdérmulias

N fixado N amostralumoles) » AX*™Nexc. amostra 659
(UMOREB) T o o e oo o X ==
AX*SNexc. na fase Na t

onde t = tempo de incubacio, que variouw entre o0s blocos
(vasos de incubrgfo) de 63 a 79 minutos. A soma do nitrogénio
fixado em cada parte da planta foi dividida pelo peso seco de
nodulos de modo a obter-se a atividade especifica de fixaglo

de nitrogénio, expressa em umoles N fixado.g de nddulo—*. . h—*,

3.3 Experimento IIX:

Var ia¢io do custo energético de atividade da

nitrogenase € de manuten¢io de raizes € nddulos durante o
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estigio reprodutivo da soja.

3.3.4 CondugBo do experimento:

0 experimento foi conduzido conforme descrito em
J.i.i exceto que foram utilizados vasos de 41,5 Kg, contendo 1
planta por vaso. 08 tratamentos foram os mesmos do referido
experimento e as coletas realizadas nos mesmos periodos,
obedecendo zo mesmo del ineamento exper imental.

Trés dias antes do inicio de cada coleta, os vasos
foram levados para um tanque de dgua com temperatura
controlada a 33°C, o nivel da Agua no tanque foi mantido até

a altura de 5 cm da borda do vaso.

3.3.2 Sistema de fluxo continuo de gases para leitura da

evolugfo de COn & ARAS

3.3.2.14 Prepara¢lo dos vasost

Foram wutilizadas jarras plasticas de 1,5 1 de
capacidade, cuja tampa possui uma abertura que permite a
passagem da planta na fase inicial do crescimento. Na época
da coletsa, o8 vasaos foram vedados hermeticamente para
permitir a passagem de um fluxo de 50 mi/min d=a mistura

gaspsa utilizada. A vedaclo da tampa foi feita com massa de
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vidraceiro. A seguir, passou-se uma camada de borracha de
silicone cobrindo & jungRo da tampa com o vaso € por 1ltimo o
local foi envolvido com fita crepe. No local de saida do
caule foi adaptada uma seringa assentada sobre uma base
preparada com cola “Durepoxi” para saida dos gases ou entrada
de #gua € soluglo nutritiva. 0 espaco ao redor do caule foi
preenchido com pedacos de isopor recobertos com cola de
silicone {Silastic RTV, Dow Corning do Brasil Ltda., S&o
Paulo, Brasil). A abertura lateral prdxima ao fundo do vaso,
utilizada para drenagem, foi fechada com uma “Suba-8eal” para
permitir a entrada dos gases (Figura 6é). Até o momento da
celeta dos dndos, os vasos foram mant idos aerados através de

uma linha de ar suprida por um COMPFreESSOr.

3.3.2.2 Sistema de Fluxo continuo de gasest

Um sistema de fluxo de gases (Figura &), foi
montado de modo a permitir a leitura sinultinea das taxas de
ARA e respira¢io das raizes noduladas de plantas intactas
conforme descrito por Minchin et al. (1983a). A wmistura
gasosa provinha de um cilindro de nitrogénio, outro de CuHg €
de um compressor. Parte do fluxo de ar do compressor foi
usada para aeraglo dos vasos ne  intervalo das andlises. 0O
fluxo dos gases foi controlado com valvulas reguladaras e
fluximetros, de modo a obter~se ws diferentes misturas de

gases usadas no experimento. Um fragco para lavar gases tipo
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FIGURA &: Sistema de fluxo cont inuo de gases
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Dreschel, de 50@ ml, contendo pastilhas de NaOH foi utilizado
pPara aﬁsorcﬁo do €Oz do ar e/ou contaminantes dos cilindros.
A seguUir os gases foram umidificados em um Dreschel contendo
dgua. Ao sair do vaso, o fluxo de ar foi desumidificado em
uma coluna contendo cloreto de cdicio em pastilhas, antes de
entrar no analisador de gases por infra vermelho (IRBA)
modelo 864 (Beckman Industrial, Fullerton, USA) acoplado a um
registrador potenciométrico, para determinacfo de COw. Dois
fluximetros controlavam a entrada & saida de gases do vaso de
modo a detectar possiveis vazamentos, Na saida do IRGA foi
adaptado um septo para retirada de amostras dos gases, que
eram guardadas em “Vacutainer” para posterior andlise de Om &

CaHa por cromatografia gasosa.
3.3.2.3 Calibraclio do IRDBAS

Para permitir a aferi¢io do IRGA, um sistema de
fluxo de gases adicional teve que ser montado conforme Figura
7. 0 fluxo proveniente de dois cilindros de gases, um de CO0p
€ outro de nitrogénio PUro foram controlados
independentemente por fluximetros e vdlvulas-agulha de ajuste
fino. Antes da entrada no aparelho, o ¢fluxo de gds foi
misturado & passado por um estabilizador de fluxo. Uma
vialvula e um fluximetro foram usados na régulagem do fluxo
total de entrada no IRGA. Um amostrador foi adaptado na

entrada do aparelho para retirada de amostra da mistura.
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A calibraglo foi iniciada pela passagem de um fluxo
de nitrogénio purc pelo aparelho, regulando-se o valor =zero.
A seguir uma mistura de 59 ppm de COx no fluxo foi ajustada,
calibrando~se o valor i0Q. A determinagl0 da concentraclo de
500 ppm de CO0n fol feita por cromatografia gasosa. Uma cufva
de calibrag8o foi obtida inicialmente no cromatdgrafo pela
mistura, em vacuotainer, de diferentes quantidades de COn e

nitrogénio.
3.3.2.4 Procedimento para leitura da evolu¢io de €0. & ARAS

Foi realizado um teste com as plantas de modo a
determinar se o086 sistemas simbidticos estavam sujeitos a uma
queda inicial nas taxas de respiracfo devido a exposi¢8o ao
CaHa (Minchin gt al., 1983b). As plantas foram analisadas
para evolug8o de COm durante 20 min no sistema de fluxo
cont inuo de gases, antes e durante a passagem de um fluxo de
50¢ ml.min™* de ar contendo 1@% CaHa. Neste periodo nio foi
observada queda nas taxas iniciais de evolucio de COp de modo
que as anadlises pasteriores foram iniciadas cerca de 5 min
apos a ligagho da# rplantas ao sistema, aguardando-se apenas a
estabiliza¢8o da leitura de evolugio COa.

Antes da coleta de dados de cada planta, foi
testada a saturag&o do NaOH utilizado para absorgRo do COa
proveniente do ar. Para isto, um fluxo de ar, foi desviado da

planta diretamente para o IRGA apds passagem nos Ffrascos
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lavadores de gases para checar a leitura do zero. Quando
vestigios de COa foram detectados, procedeu-se a renovagio
das pastilhas de NaOH.

As plantas foram submetidas a uma mistura de 10X
CaHa em ar & niveis decrescentes de Og. O nivel de Ogx foi
diminuido através da adicio de nitrogénio até atingir 8-9% de
Ox na mistura, momente em que feoi interrompida a coleta de
amostras, de modo a evitar a anaerobhiose. A cada mudanga nos
niveis de nitrogénio, aguardava-se um tempo de 3 a 4 min par=a
estabiliza¢lo das taxas respiratdrias das raizes e nddulos.
As concentracies de Qa e CaHa foram determinadas por
cromatografia gasosa (item 3.3.2.5). As taxas de producio de
CO0u € CaMe foram obtidas pelo produto da concentraclo e o
fluxo dos gases, mantido em 500 ml/min™%,

Ao final de cada coleta, as plantas foram retiradas
dos vasos e determinados o peso da parte =aérea, raizes e

nodulos secos.

3.3.2.5 Antlises cromatogriaficas:

0 CaHae foi determinado em um cromatdgrafo Perkin
Elmer Fii com detector de ioniza¢lo de chama, usando~-se uma
coluna com 9,32 cm (difimetro externo) por 50 ¢m de
compy imento, contendo Poropak N & oaperada a 40°C, usando

nitrogénio como gds de arraste, a um fluxo de 40 ml.min™*,
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As leiturag de Ha, C0@m € 0. foram realizadas em
cromatdégrafo Varian, nodelo 1429 usando-se detector de
condut ividade térmica. Utilizou—se uma coluna de ago
inoxidavel com 0,32 cm {(difmetro externo) por 4100 cm de
comprimento, contendo peneira molecular SA e operada a 40°C
(para andlise de Hxy ou Om) ou 8O®C (para andlise de COm),
usando-se argénio (para determinagio de Ha ou Oz) ou hélio
(para determinaglo de CO=) como 9ds de arraste a um fluxo de

25 mlomin—*,

3.3.2.6 Cdiculo dos custos energéticos de atividade da
nitrogenase e de crescimento € manutengio de raizes & nddulos
e da porcentagem da respiracio =wcoplada a atividade da

nitrogenase.

0 custo energético de atividade da nitrogenase
(umoles de €COn evoluido.umoles CpHa reduzido™*) foi calculado
pelo coeficiente angular da reta que descreve o declinio
provocado nas tasxas de respiragko € de ARA durante a
exposi¢do a pOm decrescente <(Figura 8). Estes valores foram
ctonvertidos em cﬁsto energético de fixacRo de nitrogénio
(umoles COp.umoles de N fixado™*) atravéds da utilizagSo do
fator de converslo CaHaiNa obtido conforme descrito em 3.2. 0
intercepto da curva, que corresponde ao ponto de ARA itgual a
zero, fornece o valor do custo de manutengio e crescimento de

raizes € nddulos. Subtraindo-se os valores de custo de
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umoles C2H4/pl.min

12 = 0.9842

©
e ]
3

o 1 i ] | i
0 . 0.06 0.1 - 0.18 0.2 0.28
umoies CO2/plmin -

—— Y=8.27x + 1.5

FIGURA 8: Correlagio linear entre a produ¢glo de COm € CzHa em
raizes noduladas de soja inecculadas com a estirpe CB 1807,
expostas a p0. decrescente. Calculo dos custos?

~ Custo de manuteng8o = a = coeficiente de regressfo = 4,5
unclies de COm.

~ Custo de atividade da nitrogenase = b = intercepto = 8,27
moles de COam. moles de CxHa™*.

manutencio ¢ crescimento de raizes € nddulos da atividade
respiratdria das raizes noduladas antes da exposicio a plg
decrescentes, calculada =a porcentagem da respiragdo das

ralzes acoplada & atividade da nitrogenase.
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3.4 Experimento IV:Z

Var iagRo diurna dos custos energéticos da atividade
da nitrogenase e de crescimente manutencBo de raizes ¢

nédulos.
2.4.4 Conduglho do experimentot

0 experimento foi conduzido conforme descrito em
3.3.14, exceto que foram utilizadas apenas as estirpes CB 180%
(BR ©033) e 29 W (BR 029) & que as plantas foram mantidas =z
temperatura ambiente. 0 delineamento experimental foi de
blocos ao acaso com 3 repeticfes ¢ 4 coletas, totalizando 24
vasons. As coletas foram iniciadas aons 62 DAE, prosseguindo
por 3 dias nos seguintes horériosi 6200, 12300, 18100 & 24:09
he. As plantas foram analisadas quanto ao custo energético da

atividade da nitrogenase.
3.4.2 Coleta dos dadost®

Os vasos foram preparados conforme descrito em
3.3.2.4 ¢ o sistema de fluxo continuo de gases foi utilizado
para andlise das plantas, conforme item 3.3.2.4, exceto gque
um menor numero de pares de dados foi coletado de modo a
reduzir ao minimo o tempo de andlise. Apesar disso, cerca de

49 min foram gastos para coleta dos dados de uma planta
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tornando invidvel a coleta de 3 repeticles de cada tratamento
num mesmo dia. Sendo assim a coleta proseguiv por 3 dias,
coletando-se uma repeticRo de cada tratamento por dia.
Durante o periodo do experimento foram registradas =&
variagies de temperatura e umidade relativa do ar, e nos dias
das coletas, o0s valores de luminosidade foram monitorados em

um solar imetro.
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4. RESULTADOS

4.4 Experimento T
Variagao na atividade da nitrogenase, evolucio de

M & ER durante o estdgio reprodutivo da soja.

Este experimento preliminar foi delineado com o0s
objetivos de verificar a época de maior atividade da
nitrogenase, duarante o periodeo reprodutive da soja, para
aval iagio do custo energético relacionado com a =atividade
maxima dos nddulos, € verificar como 0% parametros de
evolugdo de Hep & ARA variam nestas simbioses durante a
ontogenia.

O periodo de maior atividade da nitrogenase foi o

do florescimento, para todas as estirpes, havendo uma queds
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substancial durante o inicio de formacio das vagens (Tabela
S). No periodo de enchimento de grios, foram observados os
valores mais baixos de atividade da nitrogenase para 0%
nodulos formados pelas estirpes 29W, DF 383 e SEMIA 587. No
entanto, os nédiulos fFormados pela eatirpe LB igey
permaneceram um  periodo mais  longo em atividade uma vez que
na época de enchimento dos grios, o nivel de atividade dos
nodulos farmnados por esta estirpe foit significativamente
mainr do gque o dos outros tratamentos.

Para os tratamentos 29W, DF 383 e SEMIA 587, =&
variagio entre =&s coletas na evoluglo de He pelos nddulos
seguin o mesmoe padriao de variagdo da ARA. Assim, durante o
florescimento houve maior evolugZe & os menores valores foram
observados durante os periodos de inicio de formaglko das
vagens e de enchimento dos grfos. 0s nddulos formados pela
est irpe CB 1809 apresentaram, em todas as coletas, os niveis
mais baixos de evolugio de Ha. Durante o periodo de
enchimento dos gridos, nlc houve diferen¢ga estatisticamente
significativa na evolugao de Hge entre os nidulos formado pel=x
eat irpe CB ABOY (hup™) ¢ o0s demais tratamentos (nodulos
formados por estirpes hup™ ou com baixa capacidade de
reciclagem de Hx), no entanto a evolugBo de Ha para & estirpe
CB 1809 foi muito menor do que para as plantas inoculadas com
a outras estirpes. 0 alto coeficiente de variagio dos dados
de evolug®o de Hp (40%) pode explicar estes resultados

(Tahela 3.
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A eficiéncia relativa (ER) de alocagio de eletrons
para a nitrogenase dos nddulos formados peia estirpe hup*, CB
1899, foi a mais alta na média de todas as coletas,
apresentando valores entre 93 e ?29%. Os menores valores de ER
foram observados nos nddulos formados pela estirpe 29W. Nio
houve variaclo nos valores de ER durante o ciclo reprodutivo
da planta, para todos os tratamentos (Tabela H).

fis duas  conclusbes principais deste experinento
5308 a) o0 periodo de maior atividade da nitrogenase foi o do
florescimento € b)) a evolugdo de He ¢ & ARA apresentaram
padirtes de variagio semelhantes durante o ciclo reprodutivo,

resultando num valor de ER constante.

4.2 Experimento Il
Medida da raz80 CwMuiNa atraves da incubacio com

LR l‘.“JN;! "

Devido a grande variagi&o na ER entre as estirpes em
estudo (Tabela 5), foi necessario a obtenglo do fator de
conversio CwuM=iNs para cada uma delas. Domo estas simbioses
apresentaram sincronia na evoluglo de Ma e ARA durante o
ciclo reprodutivo (ER constante, experimento 1), este fator
de conversio foi determinado em apenas uma coleta.

Conforme pode ser observado na Tabela 6, durante a
produgio do  gds *“Ngp houve uma  gqueda na AXY®MNexc. de 21,0%

para 48,946%, correspondendo 3 uwma queda de enriquecimento de



ié6%4. Durante a transferéncia do gas enriquecido do
reservatorio para GH Vasos de incuba¢®o, a queda no
enriquecimento foi menor, 9,26%, e durante a incubacio das
plantas a queda foi de 5,4; 90,7 ¢ 9,894 para os vasos [, IT e
11I, vrespectivamente, € de 13,5%Z para o vaso IV.

A variagio natural de AXY™N das plantas usadas como
controle, ou seja, nao incubadas em atmosfera enpriquecida,
encontra~se na Tabela 7, Juntamente com o desvio padrioc das
analise para cada parte da planta.

Aos 39 DAE as plantas inoculadas com a estirpe CB
1809 apresentaram o maior peso seco, ZN e N total na parte
aédrea & maior peso seco & N total da planta. As outras
estirpes naao diferiram entre si quanto ao peso seco e N
total da planta, apresentando dados varidveis nos parametros

de nédulos e parte adrea isoladamente. A incorporacgac do *®N

TABELA &% Porcentagem de *SN  em excesso presentes na  fase
gasosa dos vasos ho inicio e final do periodo de incubacio de
Faizes noduladas de plantas intactas de soja.

e BOSE Bos S400 S0 SHEP PSP P4AE MAe v A ke ke A Ak $00 WM NS 440 AR A AN Y e e e s v vl B SN RS B S48 SI PRES VA e s S S e e S S M SH SOY SR ATAS Slas pamm e b b b B B e e

et Reae Ve ey s v S Ak Wt SO $OOE OO DAY B gy S S hm et dkd v Sekd S04 BO00 $H6E MM A TR TR Ams e am S mern ek S S PSS S8 AN Aipy Tias Sar rrm Btk e S AU S0 B0 B4 T e o

VASO INICIAL FINAL
T e T e
Il 17,35 17,21
T1X i7,2@ 17,19
iy ig, a2 16,02

A%*SNexc. no reservatorios (8,946
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TABELA 72 Variagfo natural na AZ*®N presente nas plantas de
soja usadas como controle, nao expostas a0 gas enriquecido.

e o ok b e s s b b dbt e by bk iy A b Bk b bt S AR S0 SHIE B BOE S0 HOSE 4644 SN SHS S MSE MV SN $4s DAY MOE MRE SEAS SM TR AN fp S s mmp pAs L e e —— a0 v b

AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA MEDIA 5™
i 2 3
PARTE AEREA ©@,369¢ @,3687 90,3688 ©0,3688 9,0004
RAIZES 9,3751 9,3749% ©,3747 Q,3756 0,028
NODUL.OS 90,3744 ®,3736 @,34684 0,372 Q,0077

. k- O B0 M S MBS S0 FL S SIS HOE B VN N FBTY SRS PO WA MBP T VA WA TEY TRTY S Tup g e e et sush Sies S ke ek ke s thus b e MUE BB R e e ST BN 400 HeRr S0 o0t Bese

* Desvio padrio da média a 95%% de probabilidade

em todas as partes da planta durante o periodo de § hora foi
maior para as plantas inoculadas com a estirpe OB 1809 apesar
do alto coeficiente de wvariagdo de alguns destes dados
(Tabela 8).

0s nodulos formados pela eat irpe (087 1809
apresentaram a maior taxa de atividade especifica de fixagao
de nitrogénio, medida por incuba¢io em atmosfera enriquecida
com *®N., mas os valores de ARA foram semelhantes aos das
estirpes DF 383 e SEMIA 587. Nio foi observada evolug®o de Hg
nos nodulos formados por esta estirpe, consequentemente o
valor da ER foi de 100@X. Por outro lado, os nodulos formados
pela estirpe 292W, em relagBo aos mesmos  parametros,
apresentaram menor eficiencia. 0s nddulos formados pelas
estirpes DF 383 e BEMIA 587 tiveram um comportamento
intermedidrio (Tabela 9).

Foit observada uma relac8o direta entre a atividade



TABELA 8: Efeito de gstirpe de Bradurhizobium Japgoicuam com
diferentes capacidades de reciclar Me no peso seco (na.planta~*),
“N, N toatal (mg N.planta™® e umoles N.planta ™) e na incorporagio
de *®Nu em soja cv. DOKO aos 39 dias apds @ emergenciat.

SERe MBS ABAR MAPF M MM 30 MM TAS VAL ML RS PAAS BAY WAMS e AL APAS APAR SANS VALY fmpm AN MAE SAAE SEI SAm Aim mAe mmal AsMs Asis Sen ts aar pmas aane sess syes am ey parm B e e

PESQO SECO AN N TOTAL AY *UN enc N FIXaDno®

(mea ) mg N (umoles NI amostra® umcies N.h™*
Nodulos
B 1809 164 .09 a 8,48 a (2922 @,1048 £.7268 a
DF 383 125 4,98 ¢ H,68 b (283 Q,0792 @,88%7 b
SEMIA 587 140 4,78 be H,7¢% ab(23") @ ,0067 Q,7214 b
pelrd W 1546 4,846 ab 7,98 a (244) @,0542 @,7931 b
CV {72 14,04 3,33 15,34 15,58 35,13 44,03
Parte aérea
CB 1809 1329 a 2,89 a 38,44 w (41373a) 09,0268 a 11,9841 a
PDFE 383 i4i6 b 1,68 ¢ 18,76 ¢ (H79¢) @,0277 =& 1,070 b
SEMIA 587 1089 b 2,25 b R4,%48 h (877b) 09,0228 a 1,9864 b
29U 12446 b 2,419 b 21,97 bel784bc) ©0,05148 b 92,4911 b
CV (%) 9,46 9,409 9,51 9.2 28,50 32,04
Raizes
B 1899 38@¢ 1,34 4,90 CL75) 9,0:248 = 9,224% =
Df 383 350 1,29 4,23 (154 Q,0203 ab ?,16594 ab
SEMIA H87 3346 1,28 4,238 CA59) @,013% beo 9.,4428 bce
29U 394 1,43 4,32 {154 Q,9079 ¢ P,.0623 ¢
CV (%) 12,47 1%,38 19,33 10,97 37,94 34,89

s i e aip Sas AR VeAs SANe 480 404N 4A4h SMAA PR AeWe Abm ARas BPRS VA SHL AAS VOGN 4N S48 SERE BASE SHIP HBS 4SS 440 SARH SEE HOP BIM WM THB M4 S44 BMP WM BHS S S BHE WOP BT HEE WET SM S SS LR SR0 BNE MY SN S0 HR8S SPPE WIS SHes A4 DL BB BN MBE WRE WIE

Planta inteira

LB 1809 igee . —- Gi.53 a (1840wn) ©0,00512 33,7324 a
DF 383 1592 b s 28,67 « (1024c) ©,03648 2,9580 b
SEMIA G587 1365 b i 35,48 b (1267b)  ©,02890 1,2444 b
294 1475 b - 33,87 bc(ido3bc) @,0264 11,2565 b
Vv (% 8,55 - 9,03 7,91 44,082 2% .,87

* Yalores sho médias de 4 repeticies ¢ aqueles seguidos pela mesma
letra nRo diferem entre si pelo teste Duncan (P=@,85).

2 Calculado para cada parte da planta pela férmula
AZAY®N excesso ampstra = AXZ*™N amostra ~ AXY*YN controle

F Caleculade considerando-se que os tempos de  incubagio € AXISN
excessd na atmosfera dos vasos Faid 63 min. € 417,194 {(vaso 1) 45
min., & 16,9274 (vaso 2)3y 63 wain. ¢ 16,79% {vaso 3?2 € 7@ min. €
16,24% (vasa 4). Cada vaso representa 4 bloca.
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especifica de fivagio de nitrogénio medida pelo
enriquecimento das plantas em atmosfera contendo *¥Na & a ARA
especifica (r®=9,54™", para 1é pares de dados).

g fator de conversio CopHaiNg caleculado para =a
atividade da nitrogenase a partir dos dados de *®N
incorporado e ARQ; foi de 2,83 para 1 estirpe hup™ B 18069,
préosimo ac wvalor tedrico de 3. A estirpe 29W conforme
esperado pelos dados obtidos de evolugio de Hp foi a que
apresentoun 0 maior fator de conversko, Jjuntamente com A
estirpe SEMIA %87 {Tabelxa ?¥. 0O balang¢o eletronico
{CaHa/ (3Na+Hz)) calculado para as estirpes CB 1809, DF 383 e
29W apresentou  valores prioximos do valor tedrico 1. Para a
est irpe SEMIA 587, este valor foi significativamente maior,
indicando que neste caso estd ocorrendo uma superestimativa
da fixagie de nitrogénio quando avaliada pelo método de

redugdo de acetileno (Tabela 9).

4.3 Exvperimento FI1i:
Variagio do custo energético de atividade da
nitrogenase € de crescimento e manutencgio de raizes e nodulos

durante o estigio reprodutivo da soja.

0s valores de ARA e de evolugio de C0m, medidos nas
raizes noduladas de plantas intactas no sistema de fFluuso
cont inuo de gases, aumentaram siagnificativamente entre o

florescimento ¢ o periodae inicial de formagio das vagens
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(Figura 9). Durante este periodo Ffoi registrado também
aumento significativo no peso seco de nodulos, raizes e parte
aérea. 0s maiores valores de peso seco de parte adrea e
nodulos foram wverificados no periode de enchimento de grios,
no entanto nesta coleta foi  observado grande ndmero de
nodulos em estagio de senescénecia (Tabela 10) ¢ um descrécimo
significativo nos wvalores de ARA & evolugfo de C0n (Figura
#). fAs meédias dos valores de ARA & evolug8o de 00n para todos
os tratamentos apresentaram o mesmo padrio de wvariagfo
durante o cicleo reprodutivo da planta.

O custo energético da atividade da nitrogenase,
expresso em umoies CO0n evoluido.umoles CaHae reduxido™*, foi
calculado através das retas de regressfo entre a atividade da
nitrogenase ¢ a evolugio de C0n (Minchin gt al., 1983a). Qs
dados de atividade da nitrogenase € a evolugio de COz das
ralzes noduladas expostas a pOn decrescentes (9,2 até + 9,14
atm) apresentaram-se linearmente correlacionados. 0s valores
dos coeficientes de correlagio (r®) entre o0s dados foram
altamente significativos (P=@,01) para os periodos de
florescimento (4@  DAE) e inicio de formaglo das vagens (75
DAE) (Tabela 414). No periode de enchimento de grios (119
PAE)Y, muitas plantas nie apresentaram correlagio entre os
dois pardmetros, nRo sendo possivel calcular os valores de
custo energético nesta fase.

Durante o florescimento foram observados og menores

valores de custo energético para todas as estirpes (Figura
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umoles 02H4/pl.mlln umoles CO2/pl.min
0.6 3 10
: a
0.5 48 *
0.4 )
16
0.3}
4
0.2
0.1} 12
FLORESCIMENTO FORMACAO DA VAGEM ENCHIMENTO DE GRAOS 0

FIGURA 9: Variagio na ARA e evolugHo de COx durante o ciclo
repraodutivo de soja cv. Doko inoculada com as estirpes CB 1809,
29W, DF 383 ¢ SEMIA %87 de Braduchizobium Jdapeoicum. Valores
representam a média de todas as estirpes (12 plantas) e agqueles
seguidos pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste Duncan
(P=Q,05). ' ’

TABELA 19: Peso seco de ndédulos e parte adrea durante o estdgio
reprodutivo de soja cv DOKO inoculada com diferentes estirpes CB
. 18909, 29W, DF 383 e SEMIA 587 de Bradurhizobiun Japonicun.

. Y T e T PV T —- — v Ak i A AL BAAt A4S s EMAL LD M WSS FEEY SOV FUTS PPV ST FOYS v s vy e b b bt bl G400 B 000 0N GO FE BEOE BON TV STV VY b i i ek Al ki GBS SO PR P P il ke A

PARTE AEREA NGDUL.OS
EPOCA DE COLETA e oo s s s e et e e
o /PLANTAL
FLORESCIMENTO - 7,02 ¢ 0,75 ¢
FORMACAO DAS VAGENS 24,43 b £,62 b
ENCHIMENTO DE GRAOS 25,07 a 1,94 =
cy 16,655 £8,59%

P S W W NS T WP S ST s TS TS v v oy o Sy o o bt A drtd S S RS ASS AA4 665 A A W FI MITE ST YT S fh v e e bk ek Gkt Y S 000 EAS Teby TV P A ke hhde Y R 08 M Ss s mams

'S Yalores sfo médias de todas as estirpes (42 plantas) e aqueles
seguidos pela mesma letra n8o diferem estatisticamente pelo
teste Duncan (P=0,9%5).



TABELA 11t Valores do coeficiente dan regressio -~ b {custo de
atividade da nitrogenase), do intercepto do eixao 4y ~ a (custo de
manutengion) e dos coeficientes de determinacio ~ r® das retas gue
definem &8 relagio entre a reducfo de acetileno e respiracBo em
*alzes noduladas de soja ov DOKO, submetidas a pQe decrescentes
em um  sistema de Fluxo cont (muo de gases. Plantas inoculadas com
diferentes estirpes de. Bradurhizsobium Jdaepeoicun, avaliadas
durante o ciclo reprodutivo da planta.
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ESTAGIO FENOLSGICO®
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FLORESCIMENTO INICIO DE FORMAGAO ENCHIMENTO
DAS VAGENS DE GRAQHI™
P b R r* I a r*
CB 1i8e% 9,9088"" 3,6 i.% 9,98402%"" 8,3 4.5 0,9091%*

0,9856™" 2.7 1.8 D, P902%" Ged 1,3 @,44645N¢
90,7863~ 2,4 e,0 @,9864"" wyd 1,6 @,8794%%

DF 383. 2,9938"" 3,14 2,9 0,9847%% 8,0 1,6 0,9924""
Q,9884"" 3,0 146 @,9729%% 16,9 1,3 €,87H7""
@,9945"% 4,3 3.3 @,24346"" 14,3 41,5 9,2834N%
SEMIA 587 0,974 3,4 2,0 @, 8798 6,9 4,4 @,9099%"
2,8500"" 2.0 ey 4 %,8750%"™ 8,8 2,2 9,4413e0"
Q,9764" &7 1,8 ?,9450%" Y,4 4,3 9,9443%"
27U 9, 7432%" 2,9 2,1 @, 9823"" 6,4 0,7 ©,0494N%
0,9740"" 2,9 2,0 Q,9764%" &,9 1,7 Q,F77i%%
0, 75507 3,0 1,9 G,7506"" .7 1,9 ©0,3193N9
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Valores significativos a P=0,01.

N® Yalores nfo significativos estatisticamente.

* Valores representam dados obtidos para cada uma das plantas
analisadas em cada periodo.

Nao foram incluidos os wvalores de a e b devido a grande
variabilidade no comportamento das plantas neste periodo.
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i9). Entre as estirpes, - este valor apresentou-se
signfficativamente maicr (P=0,05) na média das coletas, para
a estirpe DF 383 (Figura 11).

A respiragio =acoplada a atividade da nitrogenase,
EXPressa COMO uUmMAa Proporglo da respiragio liquida do sistema
radicular foi significativamente maior durante a formagao das
vagens do que no florescimento (Tabela 12), porém o custo
total € especifico de manuten¢lko de raizes € nodulos Ffoi
signiFicativamente menor (P=9,03), para todas as estirpes,

durante o periodo de Farmacﬁq das wvagens (Figura i2).

umoles CO2/umoles C2H4

10

FLORESCIMENTO FORMACAO DA VAGEM
| cv = 33.61%

FIGURA 10@: Variag8o0 no custo energético da atividade da
nitrogenase durante o cicle reprodutivo da soja cv. Doko,
inaculada com diferentes estirpes de Bradurhizobiun daponicum
{(coeficiente b da regress’io entre ARA e C0z). Valores
representam a media das estirpes e aqueles seguidos pela
mesma letra nRo diferem entre si pelo teste Duncan {(P=9,059).
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SEMIA 687
cv = 33.61%

FIGURA ii: Efeito da estirpe de Bradurhizobium Jdapgoicum no custo
energetico da atividade da nitrogenase em soja cv. Doko (valor b
da regressiao entre ARA e CO0x). Valores representam a média de 2
coletas (florescimento e formaglo das vagens, 6 plantas) e
aqueles seguidos pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste
Duncan (P=0,0%). :

umcies CO2/plmin

CB 1809 29w DF 383

2.5 2.5
a
2l 412
b

1.5 415

1} 41
0.5} 40.5

FLORESCIMENTO FORMACAO DA VAGEM
: cv = 28,00%

FIGURA 12:% Variacfo no custo energético total de manuten¢cio de
raizes © noédulos, durante o ciclo reprodutivo da soja cv. Doko
inoculada com as estirpes OB 4809, 29W, DF 383 e S8EMIA 087 de
Bradurhizekium Japopnicum (valor a da regressido entre ARA e COz).
Ualores representam a média das estirpes (9 plantas) e aqueles
segnidos pela mesma letra nBo diferem entre si pelo teste Duncan

(P=0,03).



TABELA 42: VariacBo na percentagem da respiragiko das raizes
acoplada =a atividade da nitrogenase durante o estdagio
reprodutivo de soja cv DOKO inoculada com Bradurhlzehium
Japgnicun. estirpes CB 4180%, DF 383, SEMIA 887 e 29W*.
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EPOCA DA COLETA % RESPIRACARO®
FLORESCIMENTO 51,44 b
FORMACAD DAS VAGENS 81,90 a

co T ageen
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* Yalores representam médias de todas as estivpes (42
plantas) e aqueles seguidos pela mesma letra naoc diferem
estatisticamente pelo teste Duncan (P=0,035).
Dados calculados subtraindo~se o custo energético de
manutencac do valor da respiracio das raizes noduladas
antes da exposicio destas a pQy decrescentes.

w2

4.4 Euperimento IV
VariagBo diurna do custo energético de atividade da
nitrogenase e de crescimento € manuten¢lo de raizes e

nedulos.

0% dados de evolugio de COx apresentaram variagao
diurna significativa (P=9,0%) para a medin das estirpes. No
hordrio de 12:00Q hs houve maior evolugBo de COun & 0w valores
mais baixos Fforam observados as 24300 hs (Figura 13). A
variag8o diurna nfo foi significativa (P=0,0%) nos niveis de
atividade da nitrogenase medida pela ARA no sistema de fluxo

cont inuo de gases, embora os valores de ARA tenham se
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mostrado mais elevados na coleta das 12:09 hes, decrescido até

a coleta das 24200 hs & zapresent’, NOVA FECUPEragio as &30

hew

Foi observada correlagio entre os valores de ARA e

evolugBo de CO0p para os niveis decrescente de pOaw. As

correlagdes obtidas foram altamente significativas para todos

os horarios de coleta {(Tabela 13).

TABELA £3: Coeficentes de determinagio {r®) entre as taxas de
evolugBo de COm & ARA em raizes noduladas de soja cv DOKO
submetidas a pOn decrescentes e um sistema de fluuo
continuo de gases. Plantas inoculadas com Bradurhizobium
Japopicum, estirpes CB 1809 e 29W, avaliadas durante um ciclo
diurno. Valores representam os coeficientes obtidos para cada
um dos vasos analisados.
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SN ¥ 7ot - 1 -3 o SO
N® DA
ESTIRPES PLANTA 6:090 12:00 1i8:00 24:00
CB 1809 1 ©0,9690%"  0,8975°%  0,9828%"  ©,9778%"
P @,9329"" 9,B8748%" @,9926"" 2,8484""
3 @, 9807"" 0.,9778"" 2,96697" ?,9284""
204 1 0,9073"%  0,9795"  0,9%0i"" 0, 9250""
2 9,90641"" 2,458 ?,9486"" @,784L""
3 9,970464™" 2,7616"" @,9858%" @,8957%"
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** Urlores significativos
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FIGURA 13% Variag®o diurna na ARA € evolugao de CO0n medida no
sistema de flumo continuo de gases em soja cv. Doko inoculada com
Bradurhizobiuw isronicum, estirpes CB 1809 € 29W. Valores
representam a média das estirpes e aqueles seguidos pela mesma
letra nio diferem entre si Pelo teste Duncan (P=0,0%5).

5 umoles CO2/umoles C2H4

-

8:00 12:00 18:00 24:00

t{horas)
M CB 1809 TN 20w cv = 24.20%

FIGURA 14: Variag¢go diurna no custo  energético da atividade da
nitrogenase em S0Ja cv. Doko inoculada com as estirpes CB 1809 e
29K de Bradurbizobium dagonicum {valor b da regressio entre ARA e
COn). Valores representam a8 média de 3 repeticoes € nio diferem
entre si pelo teste Duncan (P=¢,05) .



0s valores de custo ensrgético de atividade da
nitrogenase ndo diteriram estatisticamente durante o periodo
diurno, ndo havendo também diferencas significativas entre as
estirpes (P=0Q,93) (Figura 14). No entanteo, o8 valores de
custo calculadas para as plantas inoculadas com a estirpe CB
i8BO? foram superiores aos da estirpe 29%W, exceto para a
coleta das 12%00 hs, periodo onde também se verificaram os
valores mais altos de atividade da nitrogenase ¢ evoluglo de
COm

Apesayr das temperaturas dosg VRSBSOS nos
exper imentos IITI e IV serem diferentes, os valores de custo
energet ico deste experimento estio dentro da mesma faixa dos
obtidos no experimento III, analisado no mesmo estdgio

fenologico da planta.

As plantas inoculadas com =a estirpe 29W ndo
apresentaram VAF i AGRD diurna significativa (1=} custo

respiratdrio de manuten¢®o & crescimento de raizes e nédulos
(Figura 13). Na coleta das 42:¢90 hs o tratamento com a
estirpe CB 1809 apresentou o maior valor de custo energético
de manuten¢®o e crescimento, sendo que esta foi a dnica
coleta em que este tratamento apresentoun valores superiores

aos do tratamento com a estirpe 29W.
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2 umoies CO2/pl.min

Aa

&

. : \ ik
6:00 12:00 18:00 24:00
_ t{hora)
B cB 1809 20W _ cv=20,61%

FIGURA 15: Variag¢80 diurna no custo energético total de
manuten¢io de raizes e nédulos en 50J& cv. Doko incculada com
as  estirpes CB 41809 e 29W de Bradurhizabium dapgnicum
(coeficiente a da regressfo entre ARA & COx). Valores
representam méding de 3 repetigbes e aqueles seguidos pela
mesma letra maidscula dentro da coleta e mindscula dentro da
estirpe n&o diferem entre si pelo teste Duncan (P=0,05).
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9 DISCUSSAD

Y%.1 Variagdo nas atividades da nitrogenase, evolugio de Ha ¢
COn & eficiéncia relativa durante o c¢iclo reprodutivo da
planta.

O perfil mRis COoOmum de  variagso sazonal na
atividade da nitrogenase em soja mostra um  aumento na
atividade durante o periodo vegetativo, as vezes estendendo-
se até o inicio do ciclo reprodutivo seguido por um declinio
que coincide com 0 periodo médio de enchimento dos gr#os
(Minchin gt a3l., 1981). Este declinio, atribuido inicialmente
] uma menor disponibilidade de fotossintatos para os nddulos,
devido a competiclo com as vagens (lLawn & Brun, 19743
Bethlenfalvay & Phillips, 1977b e Herridge & Pate, 41977) tem
sido atualmente associado a fatores ligados &s estruturas

reprodut ivas que, segiundo Peat et gl. (49841), estimuilariam a
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finagRo de Na durante a primeira fase do ciclo reprodutivo,
passando a competir pelos fotossintatos durante a fase de
crescimento rdapido das vagens, resultando em declinio n=x
fixagRo de Nm. Este decréscimo na atividade de fixacHo de
nitrogénio nas fases finais de desenvolvimento da planta tem
sido atualmente discutido também em termos da atuagdo d=an
barreira = difusio de Oz presente nos noédulos das
leguminosas. Segundo Minchin gt al. (1988) a eficacia com a
qual o O= pode ser balanceado em funglo da disponibilidade de
substratos de carbono poderdad a) limitar a fixagio de
nitrogénio; b)) promover o balanco adequado para as
necessidades respiratorias do nddulo ou ) danificar =a
nitrogenase. Existem poucos estudos sobre a atuagdo desta
barreira a8 medida que o nddule € a planta atingem estiagios
mais avangados de desenvolvimento (Minchin gt al., 1983aj
Rosendahl & Jakobsen, 1988). Rosendahl & Jdakobsen ((1988)
mostraram que hd uma tend&ncia a uma melhor tolerdncia ao 0z
EM VRAITES noduladas de plantas mais Jovens. GCom la)
envelhecimento do nddulo, pode ocorrer uma diminuigEo n=a
capacidade de ajuste desta barreira as necessidades de Oz do
nédulo, provocando a senestcéncia do tecido nodular.
Comparacdes entre o0s resultados dos experimentos I
e III quanto ao padrao de variagio da atividade da
nitrogenase devem levar em conta que as plantas foram
crescidas ¢ =a atividade da nitrogenase avaliada em condigoes

diferentes, especialmente de temperatura & gque as medigoes de
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ARA do experimento III foram obtidas em plantas intactas num
sistema de fluxe continuo de gRases, enquantoc que o
experimento I foi avaliado em raizes destacadas, incubadas
num sistema fechado. Uns  vez que a atividade da nitrogenase
sofre um declinio substancial com a remogao da parte aérea e
agitaglo das raizes (Minchin gt al., 1984b): que este
declinio parece estar relacionade =a atumrgRo da barreira =a
difusio de Ox dentro do nddulo (Sheehy et al., 198307 € que =&
atuagio desta barreira varia com a idade da planta (Minchin
et al., 1983a € Rosendahl & Jakobsen, 1988), nlo & possivel
fazer CcoOmparagoes entre os dados obtidos nos dois
exper imentos quanto ao padriio de varia¢i3o na atividade d=a
nitrogenase.

Sendo & evolugdo de Ha uma reac8o obrigatdria
durante o processc de redugio do N= (Evans gt al., 1987) &€
nao havendo uma hidrogenase ativa, aumentos na tawxa de
fixvaclo devem corresponder a aumentos na evoluglo de Ha.
Assim R’ evoluglo de Mz pelos nédulos, avaliada no experimento
I durante o ciclo reprodutivo da soja, seguiu a variaclo da
atividade da nitrogenase apresentando taxas mais elevadas
durante o florescimento, exceto para a estirpe CB 1899 que
evoluiu muito pouco Hz. Hungria (198%5) observou este padr#o
de variac®o na evolu¢io de Ha em nddulos de feijoeiro embora
haja relatos de que o pico de evolu¢gio de He possa preceder o
pico de atividade da nitrogenase (Bethlenfalvay & Phillips,

1i977b) resultando num aumento da eficiencia relativa de
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atividade da nitrogenase durante o estdgio reprodutivo da
planta. No entanto, em ervilha, a eficiéncia da nitrogenase
permanece constante durante o periodo vegetativo ¢ decresce
durante o periodo reprodutivoe (Bethlenfalvay & Phillips,
1979). Hungria (4{98%) também verificou decréscimo na ER apds
o florescimento embora neste trabalho, um grande ndmero de
coletas tenha sido realizado apdés o florescimento, permitindo
observar que, do florescimento (3% DAE) ate o final do ciclo
da planta (77 DAE), hd uma considerdvel variagio nos valores
ER. No entanto wros 77 DAE, o valor de ER & praticamente igurl
ao observado no florescimento e  em algumas coletas
intermediarias, o0s valores se aproximamn. No rpresente
experimento ndao fai verificada variagHo significativa na ER
durante o ciclo reprodutive da planta, confirmando os

resultados obtidos por Schubert gt al. (1977) para soja.

S.2 Fator de conversiio CaHaiNe

0 valor tedrico da conversioc da ARA para atividade
de fixagao de nitrogénio, considerando-se a evolugao de Ha e
baseado no numero de elétrons necessarios para cada reagio, ¢
de 4:4, pois nas concentragtes utilizadas comumente nos
testes de ARA, este gds inibe quase totalmente a produglo de
Hae Nestas condi¢gfes, assume~se que o fluxo total de elétrons
pela nitrogenase € direcionado a redugdo de CaHe a CoplMle

{Burris, 1974). Yalores abaixo da proporgio teorica tem sido
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relatados como conseqiiéncia da atuagRo da hidrogenase
{Montange gt al., 1981), mas devido a baixa ER da majoria das
estirpes de Rhizabium, os valores mais comuns s8o proximos de
431 ou mesmo maiores (Burris, 1i974; 8Saito gl al., 19863 Hudd
gt al., 19890; Skot, 1983y Hopmans gt al., 1983a,b; Sellstedt,
{986). A grande variaglo observada nos valores da razio
CaMHaiNe w80 atribuidas & ineficiéncia da bactéria em fixar
Na, devido a evolugio de He, ou #s condigdes ambientais
prevalentes em cada experimento (Bergersen, 197@).

A calibraglo do teste de redugfo de CpMa tem sido
feita usualmente pela exposicio de nodulps destacados a Ne
enriquecido com *®N por periodos curtos de tempo (Hudd gt
al., i980; Skot, 1983). Sabendo—-se 4que occorre uma queda
significativa na atividade da nitrogenase apds o destacamento
dos nodulos ou remocio da parte aérea (Van Straten & Schimdt,
1974 Ralston & Imsande, 49823 Minchin gt al., 1986b), esta
calibragio foi feita pela exposi¢lo de plantas intactas a
il | PN

Noe entanto, devido ao fato de que cada pote
utilizade para exposiciao das ralzes noduladas ao gas
enriquecido continha uma planta de cada tratamento, n&o foi
rossivel fazer a incubacio das plantas sob CaHae no wesmo
sistema. Sendo assim, & ARA foi medida através do
destacamento da parte adrex € incubacfo das raizes noduladas
em sistema fechado. 0 tempo de incubagio foi de apenas 5 min.

de modo = vredusir o8 efeitos detectados por Minchin gt al.
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(1986b). Além disso, observou-se posteriormente gque a
exposi¢lo destas simbioses a0 Cale no sistema de fluxo
continuo de gases nio provoca diminuigio significativa nas
taxas de atividade d’ nitrogenase durante os primgiros 20
min. de tratamento.

A utilizag8o do gas *®Na para este tipo de estudo
exigiu o desenvolvimento de sistemas especiais para produgio
do gds e incubacdo das plantas, adaptados as disponibilidades
do laboratdrio e gque evitassem a perda do gids marcado por
contaminacdo com Nz atmosférico. Embora o sistema tenha
apresentado perdas na percentagem de dtomos de *®N em
excesso, foi possivel obter o enriquecimento das plantas
durante o periodo de exposicHo ao gds. Durante o periodo de
incuba¢io das plantas porém, as perdas de *®Ng foram bem
menores (Tabela 6. 0 equipamento utilizado, feito a partir
de material mais simples e de mais facil acesso do que os
comumente usados em experimentos deste tipo, abre maiores
rossibilidades de utilizag8o desta metodologin. O coeficiente
de variacio dos dados de fixag8o de *®Nn, embora um pouco
mais elevados do que o0s observados para as medicdes de ARA
(Tabela 9), encontram-se dentro da média relatada em outros
trabalhos (Roughley & Dart, 1969; Bergensen, 197¢ e Saito gt
al., i980). A major wvariabilidade dos dados nas medidas de
*UN incorporado nHo é uma caracteristica comum deste tipo de
metodologia, no entanto as perdas observadas no sistema de

incuba¢cio podem ter sido responsdveis por estes resultados.,
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As estirpes wutilizadas para avaliagao do custo

energético de atividade da nitrogenase nos experimentos I1I e

IV apresentaram grande variagio entre si na evolu¢gio de H2 ¢

ER (Tabelas 5 e 9 e em experimentaos anteriores mostraram

diferentes capacidades de reciclar Hau (Silva, 1989), © que

ficou evidenciado pelos valores da relagio CopHoiNa obtidos

para estas simbioses (Tabela 9). Estes valores estdo na faixa

de 2,8 para a estirpe CB 4899, » 4,7 para a estirpe 29W. 0

menor valor para a estirpe CB 1809 & esperado em fun¢io da

evolucio de Ha nula (ER de 100%) para esta estirpe. As outras

estirpes apresentaram maior evolu¢gio de Hg € consequentemente

menores valores de ER. A ordem das estirpes quantec a ER nos

experimentos I e Il € a nmesma e, conforme esperado, ha uma

relacio inversa entre & ER € a relacido CaMHaiNa.

Apds a corre¢io para

eletran ico Cqu/(BNa‘*’Ha)

proximo 8 1, assumindo-se que
consumido na redugfRo de § mol
s80 ugsados para reduzir { mol

(Peters af

a evaoluglo de H2, o balango

ale, 19773 deveria ser

i mol de pares de elétrons é
de Calla, enquanto que 3 moles

de Na & 2NHsa. Para & estirpe

SEMIAa S87 observawge que houve uma superestimativa da ARA de
34%. Valores superestimados para esta razfo foram também
observados por Saito gt al. (1989 em ralzes noduladas de

feijoeiro & por Drevon gt al.

variaglo inclui

{1982) em nodulos de soja.

Esta

erros experimentais relacionados a analise de

N total (Kjeldahl) da ordem de 5% para os valores de N fixado

{Baito gt 1989).

al.-

Além disso,

neste casp pode estar
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pocorrendo uma taxa de reduglo de CoMHa maior do que = de
redugio de Ny, uma vez que os dois substratos tem Km
diferentes em relaclo a nitrogenase (Bergensen, 1979, Rivera—
Ortiz & Burris, 1975). Por outro lado, valores menores que i,
embora muito préximos, para este balancgo como ocarreu para as
estirpes CB 1809 e 29W indicam uma subestimativa do N fixado,
0 que pode ser confirmado fazendo-se uma estimativa do N
fixado =& partir das taxas de ARA e evolugido de Ha,

utilizando~se a seguinte formula (Rainbird gt al., 1983a):

CaHa -~ Ha evoluido no ar
N i HAOO = s oo s s o s
3

Esta estimativa aplicada nos dados da estirpe 29W
(HUP™) fornece um valor de 6,47 umoles de Ne.g peso seco de
nédulos™* ,h~*, inferior ao valor de 8,26 umoles de Np.9.pEsS0
seco de nddulos™*.h"* medido pela incubaglo em atmosfera
contendo *YN..

Concluindo, wvale ressaltar que muitos fatores
ambientais podem afetar a evoluglBc ligquida de H2, devido
tanto a mudan¢as na alocaglo de elétrons para a nitrogenase
como a variagies na atividade da hidrogenase. Sem considerar
os fatores intrinsecos da simbiose (razdo ATPzADP,
disponibilidade de carbono, etc.) 0 principal fator ambiental
que afetx =a alocacdo de elétrons para a nitrogenase € =a

temperatura (Neves & Hungria, 1987). Considerando-se «gque a
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temperatura fol wmantida a 33%C durante os experimentos I1 e
111 & <que os nodulos formados pela estirpes utilizadas n¥o
apresentaram variag®o ontogenética na alocaglo de elétrons
para =a nitrogenase, pode-se tentativamente utilizar uma
medig8o da razlo CuHaiNa, realizada durante um periodo de
desenvolvimento da planta, para obtencio do custo energético
de fixaglio de nitrogénio a partir de dados de ARA obtidos
durante o cicleo reprodutivo da planta {experimento I1II).

o

5.3. Custo energético de atividade da nitrogenase.

Em 1981, Minchin gt al. escreveram que obten¢do do valor
correto para o uso de carboidratos “in vive” na fixaglo de
nitrogénio nos nddulos necessitaria de mais medicies € mesmo
ce um  enfoque mais critico do que o =adotado =até agquele
nomento. Desde entlo, as técnicas experimentais para medigio
da demanda energética envolvida na Fixag8o bioldgica de Na
desenvolveram—-se consideravelmente, especialmente envolvendo
avaliagoes de custo respiratdrio em plantas noduladas
intactas (Warembourg gt al., 1982 MWitty et al., 1983:
Rainbird gt al., 1984; Rule gt al., 1984).

08 pré-requisitos de uma metodologia para avaliaglo
adequada do custo energetico da fixagHo de nitrogénio s8of a)
a avaliagdo do custo energético deve ser feita em um periodo
curto de tempo uma ver gque a taxa de fixaglo de nitrogénio, =

evolugio de Mo & a atividade das carboxilases 530
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influenciadas por fatores ambientaisy b)) a metodologia deve
permitir a separagido dos diferentes componentes da atividade
repiratdriat COp produzido para atividade de crescimento e
manutengio de Faizes € nédulos e COm produzido nas
atividades de redu¢Bo e assimilagBo do nitrogénior c¢) =a
medig8o da atividade respiratdria deve ser =acoplada com a
mediglo do nitrogénio fixado no mesmo periodo € d) =
integridade das plantas € as condigdes ambientais devem ser
mant idas de modo a permitir a extrapolacio dos resultados
para condigBes de campo (Warembourg & Roumet, i989). A estes
pré~-requisitos podem ainda ser acrescentadoss &) a
metodologia deve ser de manuseio simples os suficiente para
permitir a obten¢glo de dados comparativos entre diferentes
tratamentos e ) o equipamento necessario deve ser O MAIS
simples € econdmico possivel de modo =a permitir o uso
general izado da metodologizn.

A metodologia utilizada neste trabalho, baseada na
descrigido de Witty gt al. (1983), preenche de mwmaneira
satisfatoria os requisitos acima. Através de curvas de
regressio entre a atividade da nitrogenase e & evolugio de
COm de raizes noduladas intactas, permite a separagiac dos
dados relativos a’o gasto de COn para crescimento & manutengio
de raizes e nddulos dos relativos a atividade da nitrogenase.
Isto é importante para a avaliagHo comparativa do gasto
energéetico envolvido na fixagio de nitrogénio entre

diferentes simbioses, uma ver que algumas estirpes indusem a
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formag&o de Maior mnARssa nodular, nao necessar iamente
envolvida em maior atividade de fixagBo0 de nitrogénio. Por
outro lado, algumas espécies produzem raizes mais abundantes
ou mesmo raizes tuberosas, como por  exemplo Lupinus sp, que
exigem maior gasto respiratorio devido ao componente de
crescimento & manutenglo de ralzes (Atkins gt al., 1978). Os
diferentes componentes do custo energético poadem ainda
apresentar um padrio de variaglo distinto de acordo com a
fenologia da planta ¢ o desenvoelvimento nodular, conforme
ocorred no experimento III, onde o periodo de maior gasto
energético para crescimento ¢ manutenglo de ralzes e nddulos
foi observado durante a floraglo (Figura 1i2), édpoca de maior
eficiénecia do sistema nitrogenase. Uma ver que o método
utiliza plantas intactas com um wminimo de distirbio no
sistema, sRo evitados os problemas decorrentes de possiveis
alteragtes na barreira a difusio de Ow, levantados por
Minchin gt al. (i984h). Esta metodologia € bastante sinples
em comparagcio as citadas em literatura, & permite & avaliacHo
das plantas em um curto espago de tempo (40 minutos por
planta). Através de algumas adaptagfes, como x introduglo de
uma valvula de miltipla entrada controlada automaticamente, &
possivel manter—se até 410 plantas ligadas simultapeamente ao
sistema, fazendo—-se a leitura de cada uma isoladamente por
cerca de um minuto, para cada nivel de Op. Isto permitiria
uma maior reprodutibilidade dos dados devido ao pequeno

intervalo entre a leitura das plantas. Esta automagio nlo foi
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entretanto possivel, embora do modo como foi utilizado no
experimento III, o método tenha permitido & obtencio de dados
comparat ivos entre as simbioses, uma vez que durante todo o
periodo de leitura as plantas  foram mant idas & mesma
temperatura. Finalmente, o equipamento necessdrio pode ser
considerado relativamente barato. A etapa mais dispendiosa
deste tipo de trabalho foi a obtenclo do fator de conversiao
CalaiNa através da exposicao das raizes noduladas a ®Ng.

Para os estudos da varia¢8o diurna, o método se
mostrou pouco adequado pois as repeticbes foram avaliadas em
dias diferentes devido ao tempo gasto para = analise de cada
planta, dificuldades que  poderiam ser superadas com A
automagio. Isto resultou num alto coeficiénte de variaglo e
num significative efeito de blopcos, que entretanto nRo
explicou toda a fonte de variaglo. Talvér devido a estas
dificuldades, durante o periodo diurno nio foi observada
variagao significativa na relagao COx evoluido.Calla
produxido™® (Figura 414), indicando que o Ffluxo de elétrons
pela nitrogenase nas duas simbioses permanece constante.
Estes dados est¥o de acordo com os obtidos por Rainbird gtb
al. (4983a) em caupi, embora para ervilha, Skrdleta gt zl.
(19842 tenha abservado variacio diurna neste par@metro.

Em termos de CO0p evoluido.N fivado~* (Figura 16)
também nio foi observada variagdo diurna significativa, no
entanto, neste caso a utilizaglo do mesmo fator de conversio

para todas as coletas possa ser questionada, pois variagbes
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diurnas nas condigtes ambientais podem afetar a alocacfo de
elétrons para a nitrogenase e a reciclagem destes conforme
discutido anteriormente. Skrdleta gt al. (1984a) € Rainbird
et al. (1983a), embora estudando cutras simbioses, observaram
variagao diurna na relagfo C0x evoluido.N fixado™®. Quanto a
variagao diugrna na  custo energético de crescimento e
manuten¢io de rafzes ¢ nddulos, observa—se que, apesar de
apenas apresentarem diferenca estatistica entre si na coleta
das 12:0@ hs, os valores pra a estirpe OB 1809, exceto para
esta coleta, foram inferiores aos da estirpe 29W (Figura 15).
Isto pode ser decorrente desta estirpe ter apresentado peso
seco de nddulos significativamente menor na média das
coletas.

0s wvalores de custo energético da atividade da
nitrogenase durante o estagio reprodutivo da soja, apdés o
cdlculo da conversHo para nitrogénio fixado pela utilizagso
da relagdo CeHziNg, foram de 11,% moles de COwp.mol de Na
fixkado™ durante o florescimento e de 33,58 moles de COm.mol
de Na™* durante o periodo de formagXo das vagens, para a
media das 4 estirpes (Figura 17). Isto corresponde a um gasto
de 4,9 € de 14,39 9 C.g N™*, respectivamente para cada época
de coleta. Ryle et al. (1978, 41984) também verificaram
aumento significativo no custo engrgético de fixacHo de
nitrogénio para soja nos estdgios finais de desenvolvimento
da planta. Festa mesma tendéncia de aumento no custo

energético com o tempo foi ohservade em soja por Warembourg
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FIGURA 163 Variagfo diurna no custo energetico da fixagio de
nitrogénio em soja cv. Doko inoculada com as estirpes CB 1809 €
29W de Bradurhizobium dapgoicum . Dados calculados pela conversao
dos valores de redugho de acetileno em Na fixado através da
relagio CeMHaiNg de cada estirpe. Valores representam & media de 3
repetigoes e nio diferem entre i pelo teste Duncan (P=©,035).
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FIGURA 17* VariacHo no custo energético da fixagdo de nitrogénio
durante o ciclo reprodutivo cv. Deko inoculada com as estirpes CB
1809, DF 383, SEMIA 887 e 29W, de Braduchizebium Jlapenicum. Dados
calcglados pela conversfo dos valores de reduglo de acetileno em
Nao fixado atraves da relagio CaMHaiNa de cada estirpe. Valores
representam a mnédia das estirpes (12 plantas) e aqueles seguidos
pela mesma letra n8o diferem entre si pelo teste Duncan (P=0,05).
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{(1983) e em trevo por Warembourg & Roumet, (i989). Este
decréscimo na eficifncia nr atividade da nitrogenase, tem
sido associado por diversos autores a competicBo entre os
nodulos e as  vagens em formacio pelos fotossintatos
disponiveis ou a0 inicio de senescéncia dos nédulos. Na
segunda €poca de coleta ainda nfo foram verificados nddulos
em senescéncia conforme indica o© aumento no peso  seco de
nedulos observados entre a segunda e a terceira coleta
(Tabela 10). Além disso, atualmente sabe-se que 0 potencial
de finaglo de nitrogénio de uma leguminosa deve ser
caonsiderado em fungilo do suprimento de oxigénio para os
nédulos, o qual depende da atuacHo da barreira A difusSoc de
Oz, que por su’ vez varia com a ontogenia (Minchin gt al.,
1983ar Rosendahl & Jakobsen, 1988), ou seja, o balanco entre
0 suprimento de oxigénio e de carboidratos provavelmente
determinam a efici@ncia na utilizacio destes no nddulo.
0Os valores de custo energético obtidos durante o periodo
do florescimento estdo dentro da faixa de valores citados em
literatura (Tabela 4). 0 valor de i4,4 g C.g N“* obtido
durante o periodo de formacio das vagens apesar de alto, estd
dentro da faixa dos wvalores citados na literatura para
periodos mais avangados de desenvolvimento da planta (Ryle gt
al., 1978, 1984).
A percentagem da respiraclo das raizes € noduladas
acoplada ligada a atividade da nitrogenase aumenton entre o

florescimento ¢ o periodo de formacio das vagens, passando de
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G0 para 80Z do total, o que na realidade € um reflexo da
diminuiglo observada no gasto respiratdrio para manutengio de
rafzes € nddulos. Esta diminuigEo provavelmente reflete a
redugio no ritmo de crescimento dos nddulos nesta fase
(Tabela 10). 0Os dados de literatura quanto & varizgio
ontogenédtica neste porcentual dependem d=a combinagcao
simbiotica em estudo, mesmo considerando-se trabalhos
utilizando a mesma metodologia deste experimento (Witty et
al., 1983: Rosendahl & Jakobsen, 1988).

Devido =a menor relagio CaMaiNz obtida para a
estirpe CB 1899 (HUP*), os valores de custo energético para
esta simbiose também foram significativamente menores (Figura
i8), indicando um envolvimento da atividade da hidrogenase
na economia dos nédulos formados por esta simbiose. Estes
resultados vem a confirmar uma série de trabalhos anteriores
que atribuem as diferen¢as observadas entre plantas
incculadas com estirpes HUP™ & HUP™ & economia em termos
energéticos devido a reciclagem do He acoplada a geracio de
ATP (Albrecht gt al., 1979), que pode ser de até 39% (Pate gt
al--, 1981). Outros autores observaram menor evolugfo de CO.
por estirpes HUP*® (Drevon gt al., 4982), o «que em caupi
(Rainbird gt al., 1983c) resultou num custo energdtico 35%
menor. Layzell gt al. (1988) desenvolveram um modelo
matemdt ico que permite obter informagdes sobre a importéncia
relativa de varios fatores fisicos & fisioldgicos que

determinam o custo respiratério de fixagio de nitrogénio,

pie
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FIGURA 18: Efeito da espirpe de RBradurhizobiupn dapooicum no
custo energético de fixacHo de nitrogénio em soja cv. Doko.
Dados calculados pela converssao dos valores de ARA™ em  Ng
finado pela relacgio CuHntNm obtida para cada estirpe. Valores
representam médias de 2 coletas (florescimento e forma¢lo da
vagem, & plantas) & aqueles seguidos pela mesma letrs nao
diferem entre si pelo teste de Duncan (P=0,03).

tendo lnclﬁfdo a atividade da hidragenase como um fator que
pode reduxir este custo em 48%, sem considerar o envolvimento
da atividade desta enzima em outrdé processos bioquimicos no
bacterdide. A interpretaglo dos resultados exper imentais
obtidos deve levar em conta que a atividade da hidrogenase na
economia -dos nodulas formados por estirpes HUP™ nﬁo_pode ser
analisada isoladamente. Sabe-se atualmente que a inoculagldo

com estirpes HUP* pode também afetar o metabolismo do
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nitrogénio nos nddulos (Neves gt al., 19853 Hungria & Neves,
1i987). Confirmando estas observagfes iniciais obtidas com
est irpes nlo isogénicas, Hungria et al. (1989) estudando
mutantes igogénicas de Bradurhizobium Japonicum verificaram
nas plantas inoculadas com =a revertante HUPY, um aumento n=a
fixagao de nitrogénio, na sintese de ureidos € no indice de
colheita. 0Os resultados obtidos no presente experimento
confirmam a relaglo entre a atividade da hidrogenase a
economia do ndodulo observada por estes autores.

Estes efeitos podem ser de consideriavel importancia
economica, pois no Brasil um aumento de apenas 10% na
producio da soja devido a introduglo de estirpes eficientes
HUP™ poderia levar a um ganho anual de mais de um bilh&o de

délares.
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46 CONCILUSGES

1. Para as estirpes DF 383, SEMIA 587 e 294, o perfil de
evolugido de Mz reflete diretamente as variagfes na atividade
da nitrogenase de modo que a ER permaneceu constante durante
o ciclo reprodutive da planta. & estirpe CB 4809 apresentou
evolugio de hidrogénio muita baixa ou nula e ER sempre

proxima a 1i99%.

2. 0s valores da relagio CaHaiNg foram bastante varidveis
entre as estirpes, sendo que a estirpe CB 1809 apresentou a
menor relacao CaMaitNa conforme esperado devido a alta
atividade de fixagdo de *SNi e baixa evelugfo de Ha observada

para esta estirpe.

3. A metodologia utilizada para avaliag8o do custo energético
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da atividade da nitrogenase mostrou-se adequada para
verificar diferengas entre as simbioses estudadas € nos
diferentes estidgios de desenvolvimento da planta. No entanto,
para estudos de variagfo diurna neste par@metro é necessidrio
automatizar o sistema, de modo a diminuir o intervalo de

analise das plantas.

4. Houve uma correlagdo altamente significativa entre a
evolugiio de COn e a atividade de reduglo de acetileno a pOwm
decrescente durante o periodo de atividade crescente da
nitrogenase. Esta correlagiio foi fraca no periodo de
enchimento dos grfos, dificultando a obtengfo dos custos

respiratdrios da atividade da nitrogenase nesta fase.

. Nao foi observada variagfo diurna no custo energeético de
atividade d=a nitrogenase ¢ de finagdo de nitrogénio,
provavelmente devido a inadequagfo do método para este tipo

de estudo.

6. Houve wvariagdc no custo energético de atividade da
nitrogenase e de fimMacio de Na durante o ciclo reprodutivo da
planta, sendo que o menor  valor foi wverificado no
florescimento aumentando gignificativamente ne periodo

inicial de formacio das vagens.

7. A época de maior custo energético para manutenglSo de
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raizes ¢ nodulos foi durante o florescimento, periondoc em gque
os nddules encontravam-se em acentuado crescimento.

B. A estirpe DF 383 apresentou maior custo respiratirio de
transferéncia de elétrons pela nitrogenase {(umoles COz/umoles
CaMa) indicando 8 presenca de uma nitrogenase deficiente nas

condigBes do presente euperimento.

9. A estirpe CB 1809 apresentou os menores valores de custo
energético de atividade da nitrogenase e fixacSo de Na para a
media das coletas durante o cicle diurno e reprodut iva,
indicando um possivel efeito da atividade da hidrogenase n=a

economia do nddulo.
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