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ERRATA

Pag. 4 - Acrescenta-se na Gltima linha, apds a abertura do parenteses DO
BEREINER & DAY, 1974.

Pag. 5 - § 1, linha 2, em vez de DOMERGUES et al. 1972, le-se DOMMERGUES
et al. 1973.
§ 1, linha 3, em vez de RUSCHEL et al. (1973), le-se RUSCHEL et
al. (1975).
§ 3, linha 17, em vez de BALANDREAU (1973), le-se BALANDREAU
(1975).
§ 5, linha 34, em vez de BECKING (1973), para BECKING (1974).
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1. INTRODUGAO

A importancia da cana-de-agucar nos tfépicos e indiscutlvel,
notadamente no Brasil, onde 34% da producao de aglcar exportada somadas
as exportagdes de alcool e melago alcangaram valores na ordem de 1,4 bi-
lhoes de dolares em 13874, e tendo-se em vista a atual crise mundial de pe
trolea, pode-se visualizar o cunho que esta cultura tomara, em futuro prd

ximo, na economia nacional e mundial com a produgao de alcool.

Sendo a cana-de-aglcar uma planta extrativa, sua exportagao
de nutrientes do solo € grande. No tocante a nitrogenio, sabe-se que 100
toneladas de colmos, produgac de um hectare, possuem-ﬂﬂﬂ quiiogramas de
nitrogenio, que acrescidas das perdas de nitrogenio por volatilizagao,
por ocasiao das queimas, somam teores de 150 kg de nitrogenio extraidos
do solo, que éertamente deveriam ser repostos por uma adubagac convenien-

te. No entanto, a experimentagao realizada no Brasil, pouco tem eviden-



2.
ciado sobre respostas da cana-de-aglcar a adubagdo nitrogenada nas zonas
de cultura intensiva, o que vem a indicar uma grande contribuigéo do ni-
trogenio do solo, possivelmente explicada por uma fixagZo bioldgica da-
quele elemento por microrganismos, os quais poriam a disposigao da planta

0 nitrogenio necessario para seu desenvolvimento.

0 fenomeno da interagao de microrganismos e raizes de plantas
da familia Gramineae, resultando na fixacdo do nitrogénio atmosférico,
foi comprovado indiretamente através do aumento da populacao de bacterias
da rizosfera daquelas plantas (DOBEREINER, 1959; DOBEREINER e RUSCHFEL,
1961; RUSCHEL e BRITTO, 1966), ou com o uso do método da redugac do aceti
leno, que mede a atividade da nitrogenase, enzima fixadora de nitrogenio
em todos os sistemas biologicos (YOSHIDA e ANCAJAS, 1971; DOBEREINER et
al., 1972a e b). Evidencia direta desta fixagao foi obtida por  RUSCEEL
et al. (1975), utilizando 15-dinitrogenio.

A maioria dos trabalhos objetivando o estudo da fixagao de ni
trogenio por microrganismos na rizosfera de plantas cultivadas, tem-se
prendido a plantas forrageiras, arroz, e mais recentemente ao milhc, ha-
vendo alguns estudos preliminares com cana-de-aglcar. O presente traba-
lho foi conduzido com a finalidade de introduzir metodos de avaliagao da
fixagao biolégiqa de nitrogenic em cana-de-aglcar em sistema intacto e
perturbado, bem como evidenciar aumentos desta fixagao através de modifi-

cagoes introduzidas no sistema solo-planta.



3.

2. REVISAO DE LITERATURA

Estudos realizados com !°N indicam que somente 26% do fertili
zante nitrogenado € aproveitado pela cana-de-aglcar quando aplicado sob
forma de NHZ e 37% sob forma de NG; (TAKAHASHI, 1968), o que vem a suge-
rir que altas doses de nitrogenio deveriam ser adicionadas ao solo para
suprir as necessidades da planta; no entanto, naoc somente no Brasil, mas
também no Havai, a cana-de-aglcar pouco responde a adigdes de nitrogenio

ao solo.

A presenga de bacterias ndo simbicticas fixadoras de nitro-
genio em cana-de-aglcar foi constatada por DOBEREINER (1959). Porem, o
nﬁhero de microrganismo que aparece em determinado solo pouco diz saobre .
sua atividade, uma vez que a observacac do desenvolvimento dos mesmos se
da em meio de cultura sob condigoes artificiais. A populagac microbiana

fixadora de nitrogénio esta mais na dependéncia da planta cultivada gque
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do solo (WAZXSMAN, 1922), uma vez que solos descobertos apresentam poucos
micrcrgaﬁismas em relagao agueles cultivados. Solo desprovido de Traiz
apresenta atividade da nitrogenase muito baixa. RINAUDO et al. (1971) com
parando solc junto da raiz (rizosfera) com solo naoc proximo da raiz, nota
ram que neste ultimo a fixagao era quase nula, enquanto que no primeiro
aquela fixagzo chegava a 3 ug de N/g raiz/dia. RUSCHEL & DOBEREINER,
1966, fazencdo um estudo em oito gramineas cultivadas normalmente no cam-
po, observaram maior populagdo de Beljerinckia em Cynodon dactylon, Paspa
Lum notatum e Sectarnia sphacelata e de Azotobacter em Paspalum notatum,
indicando um efeito da planta na populagac fixadora de nitrogenioc na ri-
zosfera da planta. Recentemente, RUSCHEL & RUSCHEL (1974a), trabalhando
com milho, notaram um efeito positivo da planta aumentando a atividade da
nitrogenase, a qual foi 13 vezes superior na presenga do "seedling”. Em
experimento em casa de vegetagao, RUSCHEL & BRITTO (1966), pesquisanda a
influencia de bacterias assimbioticas na fixagdo de nitrogenio em quatro
gramineas e em Cypesus rotundus, observaram maior populagaoc destas bacte-
rias no "rizoplan" de Paspafun notatum e um aumento do teor de nitrogenio
da planta de Paspafum inoculada, evidenciando uma possibilidade de inocu-
lagao naquele sistema. Anteriormente, DOBEREINER & RUSCHEL (1961) obtive
ram aumentos consideraveis na produgaoc do arroz devido a inoculagao com

bactérias fixadoras de nitrogenio.

Virios pesquisadores observaram que a adicao de material orgé
nico (agucares e restos vegetais) ao solo aumenta a fixagao de nitrogenio
(DELWICH é WIJLER, 1956; DOBEREINE™ & ALVAHYDO, 1259; CHANG &  KNOWLES,
2985), concluindo-se que exudatos de raizes e produtos de decomposicgado da
materia organica oferecem o material energetico necessaric para a fixagao

de nitrogenio por microrganismos.

Por outro lado, a absorgao seletiva de nutrientes pelas plan-—
tas, particularmente nitrogenio, altera a acidez em torno da raiz, o que
viria a afetar a disponibilidade dos nutrientes nesta zona (JURGENSEN &
DAVEY, 1970; RYLEY & BARBER, 1971), e desde que a materia organica em vol
ta do sistema radicular & relativamente pobre de nitrogenio (STARKEY,

1958), a rizosfera seria um lugar favoravel para a fixagao de nitrogenio.

Recentemente, com o advento do metodo da redugaoc de acetileng,
foi observado que maior fixagao de nitrogenio ocorre na rizosfera de plan

tas cultivadas que no solo proximo ac sistema radicular em Paspalum (DOBE
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REINER, 1966; KASS et al., 1971); arroz (RINAUDO et al., 1971; YOSHIDA &
ANCAJAS, 1971); milho (DOMERGUES et al., 1972; RUSCHEL & RUSCHEL, 1974b);

cana-de-aglUcar (DOBEREINER et al., 1972a). RUSCHEL et al. (1974)  incu-

15
N2
denciar fixacao de nitrogenio equivalente a 740 ug de N/g de peso seco.

banco "seedlings” de cana-de-aclcar em atmosfera de conseguiram evi-
Neste trabalho foi sugerido que o sistema fixador provavelmente localiza-
va-es na raiz havendo transferencia imediata do nitrogenio fixado para -a
planta sem ter o mesmo sido incorporado a proteina da bacteria como passo

intermediario.

Diversos fatores poderiam afetar a fixagao de nitrogenio na
rizosfera. DOBEREINER et al. (1972b) observaram que pressao de 02 em tor
no de 0,04 favoreceu a fixagao em raizes de Paspafum, enquanto que na pre
o YOSHIDA & ANCAJAS

(1973) notaram maior fixagao de nitrogenio na rizosfera de arroz em solos

senga de sacarose foi indiferente a pressao do O

alagados, observando maior atividade da nitrogenase na época da iniciagao
da panicula, evidenciando um efeito do estagio de desenvolvimento da plan

ta.

BALANDREAU (1973), observando os picos maximos de fixagao em
milho, verificou que os mesmos se distribuiam em uma curva que reproduzia
grosseiramente a curva de desenvolvimento vegetativo da planta. Sendo as
simvo efeito da planta parece estar ligado a fotossintese, que influencia
indiretamente as excregbes de raizes, fornecendo desta forma material
energetico para o microrganismo fixador de nitrogenio.

Locais com baixas tensoes de 02 sao facilmente obtidos mesmo
em solos arejados, pois a atividade microbiana encarrega-se de modificar
a atmosfera do solo, sendo normal teores de 0,08 p 02, enquanto que o 002
podera alcangar ate 0,10 p co, (VINE et al., 1942). DE GEE (1950) notou
que a diminuigao do potencial de oxi - redugao a 10 cm de profundidade em
um solo de savana seria devido a condigoes anaercbicas. Tais fatos suge-
rem que microrganismos anaercbios ou aercbios facultativos exercem im-
portante papel na fixagao de nitrogenio, mesmo em meio supostamente aera-

bio.

-

0 dioxido de carbono aumenta a fixagao de nitrogenio ndao  so6
em leguminosas noduladas (MULDER & VAN VEEN, 1960) como também em Azoto-
bacter e Beljerninckia em cultura pura (BECHING, 1973). BERGERSEN (1971)

trabalhando com nadulos destacados de soja, notou efeito estimulatdrio de
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C02 na fixagao de nitrogenio, em baixas pressoes de oxigenio, o mesmo nao
acontecendo gquando esta era alta, acima de 0,3%, enquanto que HARDY & HA-
VELKA (1975) citam aumentos de fixagao de nitrogenio em soja cultivada no

campo devidos a maiores teores de CO, na atmosfera. No entanto, GROBE~

2

LAAR et aql. (1970), nao observaram efeito estimulativo do 602 em nadulos

destacados de feijao. WILSON (1940) verificou gue o aumento de CO, na at

2
mosfera estimulava a fixagao de nitrogenio, o que atribuiu ao aumento de

fotossintese no trevo.



3. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados tres diferentes metodos no es
. tudo da fixacao biologica de nitrogenio em cana-de-aglcar. Dois metodos
Forah usados na avaliagao da atividade da nitrogenase: quahtitativo,atqg
vés de cromatografia de gas, e qualitativo, através de teste colorimétri-
co. 0 terceiro metodo consistiu na incubacao do sistema solo-planta sob

atmosfera controlada de 15-dinitrogénia.

3.1. Metodologia utilizada na avaliagao da atividade da nitrogenase.
3.1.1. Metodo quantitativo de determinagao de etileno.

Varios experimentos foram realizados, utilizando-se.c metaodo
de redugao de acetileno, que mede a atividade da nitrogenase, enzima fixa

dora de nitrogenio, através de cromatografia de gés.
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Utilizou-se um cromatografo de géé Beckman GC-G5, eguipaedo

com défecter de ionizagzo de chama, e coluna de vidro de 2 m com Pcrapak
i de 80 a 108 mesh. Em todos os experimentos as amostras foram incubadas
sob atmosfera de 10% de acetileno, a gual era conseguida retirando-se,
com o auxilic de uma seringa, 10% do ar selado no frasco onde a amostra
estava contida, e injetando-se identico volume em acetileno. Durante 0
periodo de incubagao, amostras de 0,5 ml eram retiradas dos frascos para
analise do etileno evoluido. Todas as determinagoes de etileno foram
feitas em periodo diurno, havendo sempre um periodo noturno inserido en-

tre as diferentes determinagdes.

Caleulos: O etileno evolufdo foi calculado utilizando-se um
padrao de 500 ppm (0,5 ml de etileno puro adicionado em frasco de 10C0
ml, tendo-se anteriormente retirado 0,5 ml do ar selado no frasco). Foi
injetado no cromatografo, para analise, 0,5 ml de todas as amostras, in-
clusive aguelas do padrao. Os picos foram medidos em milimetros, com 0

auxilio de uma régua comum.
Procedimento do calculo:

1 mol vees. 22,400 ml a 25°C (temp. ambiente do laboratdrio)
X R 015 ml

X =111 x 107'°% mol

No cromatografo:

0,5 ml padrao

ou 111 x 107!% mol ..... Leitura em mm x atenuagao x "range”
do aparelho

Y teerisssenseceses 1 mm

Y = altura do pico padrao no aparelho na ocasiao do experimen
to.

Teor de etileno na amostra = Z

L x Atenuagao x "range” x 2 x V x Y

peso da amostra

-
L}

leitura da amostra no cromatdgrafo.
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= \/olume dec frasco conde a amostra estava contida
% 2 = porgue injetava-se somente 0,5 ml.

mas, V x "range” x 2 x Y = constante A

L x A

peso da amostra

3.1.2. Detalhes dos experimentos realizados com cromatografia de
gas

Exp. 1. Efeito da variedade de cana-de-agucar: Testadas tres
variedades em sistema intacto ("seedlings” cultivados em sacos de polieti
leno, estando as plantas em bloco de 7 cm de diametro x 10 cm de altura)
ccm duas repetigoes. Determinagtes de etileno foram feitas 1, 2, 3, 4,

o

8, 22 e 27 horas apos o inicio da incubagdc em acetileno.

Tratonentos:

A- Var. CB 40-77; B- Var. CB 41-76 e C- Var. NR 56-B62.

Resultados deste experimento e de outras variedades testadas

ncs demais encontram-se no Quadro 1.

Exp. 2. Neste experimento foi testado o e?eito do tipo de
- sistema solo-planta: intacto (ja descrito) e perturbade (plante inteira
apds ser fetirada do bloco de solo e sacudida para eliminar o excesso de
solo das raizes). Observou-se também o efeito da adigao de fonte energe-
tica, glicose a 1% {15 ml injetados no solo guando o sistéma era intacto
e guando o sistema era perturbado as raizes foram mergulhadas na solugac
de glicose), com duas repetigbes. Determinagdes de etileno evoluida Ffo-
ram feitas 1, 5, 10, 22, 26, 30 e 48 horas apds o inicio da incubagao em

acetileno, todas em periodo diurno.

Tratamentos:

A- sistema intacto; B- sistema intacto + glicose; C- sistema

serturbado; e D- sistema perturbado + glicose.

Resultados nos quadros 2 e 3, Figuras 3 e 4.
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Fxp. 3 e 4. Nestes experimentos foram testados sistemas in-

tactos e perturbados com (Exp. 3) e sem (Exp. 4) a parte aerea da planta,
além de efeito de substancia energetica (glicose) em duas concentragoes
(1 e 5%) com duas repetigdes. No Exp. 3 foram feitas determinagdes de
etileno 1, 4, 20 e 26 horas apo6s o inicio de incubagao em acetileno, e no

Exp. 4 apos 1, 2, 20, 22 e 24 horas.

Tratamentos:

A- sistema intacto (solo + raizes) + 15 ml de HZO; B- Idem +
15 ml de glicose a 1%; C- Idem + 15 ml de glicose a 5%; D- sistema pertur
bado + 15 ml de H20 guando o sistema era intacto; E- Idem + 15 ml de gli-

cose a 1%; e F- Idem + 15 ml de glicose a 5%.

Resultados do Experimento 3 estaoc nos Quadros 4 e 5 e Figuras

5 e 6; do Experimento 4, nos Quadros 6 e 7 e Figuras 7 e 8.

Exp. 5. Utilizadas raizes coletadas em condigoes normais de
cultivo no campo. Neste experimento foi testado o efeito de trés fontes
energéticas (glicose, sacarose e malato), bem como o efeito da inoculagao
de bactérias isoladas de cana-de-agUcar (dois isolamentos) e com Azoztobac
ter Ap. em cultura pura, com tres repetigoes por tratamento. As determi-
nagoes do etileno evoluido foram feitas 1, 3, 5, 24, 28 e 30 horas apds o

inicio da incubagao em acetileno.

Tratamentos:

A- Raiz lavada; B- Idem + imersao da raiz em glicose a 1%; C-
Idem + sacarose a 1%; D- Idem + malato a 1%; E- Idem + misturas A de bac-
térias isoladas de cana-de-agucar; F- Idem + mistura B de bactérias isola .

das de cana-de-agucar: G- Idem + Azotobacter em cultura pura.
Resultados: Nos quadros 8 e 9 e Figuras 39 e 10.

Exp. 6. Testado o efeito do aumento de concentragao de dié&i
do de carbono em sistema intacto e perturbado, com duas repetigoes. Foram
feitas determinagdes do etileno 1, 3, 5, 23, 27, 30 e 42 horas apos o ini

cio da incubagac em acetilenao.

Tratamentos:

A- Sistema intacto + planta inteira; B- Idem + CO., 0,06%; C-

2
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Icem.(somente raizes}; O- Idem + COZ; E; F; G e H correspondentes a A, B,
C e B, pcrém sm sistema perturbado.

- Resultados nos Quadros 10 e 11 e Figuras 11 e 12.

3.1.3. Metodo qualitativo de determinagao de etileno para estudo
da atividade da nitrogenase.

Com a finalidade de determinar-se a Fixagéo'de nitrogenio em
pequenas quantidades de material, foi desenvolvido um metodo quimico colg
rimetrico, que permitiu constatar a atividade da nitrogenase em pequenos
segmentos de raizes, a fim de se indentificar se a raiz tinha fixagao co-
mo um todo ou se os lugares de fixacao se localizavam em diferentes par-
tes do sistema radicular. Utilizaram-se minicamaras para assegurar um pe
queno compartimento, capaz de reter volumes diminutos de etileno. Este mé
todo e menos sensivel que o de cromatografia de gds, porém tem a vantagem
de poder ser executado em qualquer laboratorio comum, além de dar uma
ideia panoramica do lugar da fixagdo em determinade sistema. O metodo ba
seia-se na determinagdo de aldeido sob reaga@o colorimétrica com o reagen-

te .de Schiff.

Material:

Duas placas de lucite de 8,5 cm de diametro por 0,8 cm de al-
tura, tendo cada placa 143 orificios de 4 mm de diametro x 7 mm de altura
na placa inferior, 2 4 mm x 3,5 mn na placa superior. 0O volume medioc de

cada minicZmara calculado e determinado & de 132 mm3.

Folha de borracha com 8,5 cm de diametro com identico nimero

de furos ao nlimero de camaras das placas.
Saco de polietileno, transparente de 15 x 13 cm.

Solugao oxidante: (STEWART, 1974)
NaIO4 0,05 M 80 ml
KMnQ 0,005 M 10 ml

4
Ajustar o pH a 7,5 com KOH, e diluir a 100 ml.

Solugdes redutoras: NaAsG, 4 M

Reagente de Schiff (CHERONS & EUTRIKIN, 1963)
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Fuchsina 0,1% 100 ml
NaHSO4 sol. saturada 4 ml

Misturar as solugoes e deixar em repouso por 1 hora, e adicio

nar:

HC1 conc. 2 ml
Metodo:

ReagCes provaveis:
Etileno + Oxidante — dialcool ou etanodiol — aldeido ou

etanal ou formaldeido.

0 etileno € oxidado a formaldeido; o excesso de oxidante e re
duzido pelos arsenito de sodioc e acido sulflirico. O reagente de Schiff e

especifico para aldeidos.
Procedimento:

As duas placas de lucite possuem minicamaras que se superpoem.
Em uma delas colocam-se os segmentos de raizes de 2 a 3 mm e na outra, com
o auxilio de uma seringa hipodermica, colocam-se 2 gotas de solugao oxi-
dante por minicamara. A placa com as raizes e invertida sobre a placa
com a solugao oxidante, a qual possui sobre si o disco de borracha para
vedagao das minicémaras. Antes da vedagao completa, o conjunto € coloca-
do dentro do saco de polietileno, o qual apos ter sido herméticamente se-
lado atraves de dobras e auxilio de fita vedadora, € insuflado com exces-
so de acetileno (10 a 15% do volume predeterminado) (foto 1). Entao su-
perpoem-se cuidadosamente as placas com as minicamaras e incuba-se o sis-
tema por 24 ou 48 horas. A seguir, determina-se o etileno qualitativamen
te, adicionando-se 1 gota de arsenito, outra gota de acido sulflrico e fi
nalmente duas a tres gotas do reativo de Schiff. 0O aparecimento da colo-

racaoc rosea indica a presenga de aldeido (foto 2).

3.1.4. Relacdo dos experimentos conduzidos no conjunto de minica-
maras.

Exp. 7: Metade do conjunto de minicamaras recebeu raizes de
cana-de-agucar e a outra permaneceu vazia, havendo portanto dois tratamen

tos, com e sem raizes. Resultados no Quadro 12.
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Exp. 8: Metade do conjunto de minicamaras recebeu raizes la-

vadas de cana-de-aglcar recem germinada de toletes em areia: na outra me-
tade, as raizes foram lavadas, e antes de corta-las em pequenos pedagos,
foram mergulhadas em solugao de meio de cultura para desenvolvimento de
bacterias fixadoras de nitrogénio sem este elemento na composigdo. Resul

tados no Quadro 13.

Fxp., 9: Procedeu-se como anteriormente descrito com os se-
guintes tratamentos: raizes lavadas de toletes recem germinados e inocu-
lados antes do plantio (T), e T + solugao de glicose a 1%. Resultados no

Quadro 14,

Exp. 10: Foram testadas, diferentes substancias energeticas
(concentracao 0,1%) adicionadas as raizes lavadas antes de serem cortadas
para sefem colocadas nas minicamaras. »

Tratamentos; Raiz lavada (T), T + glicose, T + sacarose eT +

malato. Resultados no Quadro 15.

3.2. Incubacao de plantas em atmosfera de 15-dinitrogenio.

Sendo o 15-dinitrogenio um material muito dispendioso (US $
700,00/1itro) foi construido um sistema com a finalidade de se incubarem
"seedlings” de cana-de-agucar sob atmosfera controlada, onde o gas circu-
lava durante cada experimento e apds o final do mesmo era armazenado para
uso posterior em sucessivos experimentos. 0O sistema era isento de vaza-

mento, sendo proprio para vacuo, com torneiras e juntas especiais.

3.2.1. Descrigao do sistema (Fig. 1)
Este sistema era composto de:

1. Uma camara de incubagao (R): Recipiente de vidro pirex com
capacidade de 2 litros(Fig. 2), sendo que nos 3 Gltihos experimentos es-

te vidro foi substituido por uma camara de lucite com entrada larga.

2. Linha de vacuo: utilizada na remogdo de gases do sistema
no inicio do experimento, esta remogao podendo ser total ou parcial, Uti-
lizava-se de uma bomba mecanica de dois estagios, com vacuo na ordem de

1072 torr.
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3. Reservatorio para armazenagem de gds: usado para guardar

a mistura de gas a qual foi utilizada em experimentos sucessivos. Consti

tuido de um cilindro metalico com capacidade de 12 litros (A).

4, Linha de admisséao e retirada de gas no cilindro de armaze-
nagem: trata-se de uma bomba Toepler (C) e conjunto de torneiras de va-

cuo (O, E, F, G, He J).

5. Linha de admissao e retirada de gas na camara: constitui-

se de uma serie de torneiras de vacuo (L, M e NJ).

6. Conjuntos de "traps” (I e 0): destinados a retirar impure
zas de merclirio, oxido nitroso da mistura de gases usado, excesso de dio-

xido de carbono (I), e a retirar o excesso de vapor d'agua (0).
7. Barometro (B).
8. Fluxometro (P).

9. Bomba de Circulagao (Q).

3.2.2. Funcionamento do sistema para incubacao de plantas sob at-
mosfera ccntrolada.

1. Admissao de gas no cilindro metalico: feito o vacuo no ci

lindro a 10”2 torr o gas foi admitido.

2. Admissao de gas na camara e circulacaoc do mesmo: fechada a
torneira D, foi admitido gas na camara através de J, K e N ate o equili-
brio ser estabelecido. Logo apos, com o auxilio da bomba Toepler o resto
da mistura de gas foi admitido atraves de G, F, H e J. Impurezas foram
removidas, envolvendo-se os "traps” I com nitrogénio liquido. A seguir e
durante todo o decorrer do experimento, fez-se a circulagao da mistura de
gas, fechando-se K, ligando-se a bomba de circulagao Q para empurrar 0
gas atraves de N, que o injetava no "trap” O (emergido em &gua com gelo
para retirar o excesso de vapor d'agua da mistura), seguindo -atraves do

fluxometro P e entrando novamente na camara.

3. Retirada de gas da camara no final do experimento: o gas
voltava atraves de N, K e J, estando F e G fechadas. Apds o equilibrio,

fechando-se H o gas era empurrado pela bomba Toepler ate A. Para a reti-
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racde do gas gue sobrava no sistema, fechava-se D, e abria-se H para entra

“a de gas na bomba Toepler, acionava-se a mesma, fechando-se H e abrindo-

e 0. Repetia-se sucessivamente a operagaoc ate todo o gé&s da camara ter-

m

e acumulado no cilindro A.

w

4, Amostras da mistura de gases para analise: retiradas atra
ves da torneira M, apos terem sido fechadas as torneiras N e K, tendo si-

do feito anteriormente o vacuo no tubo de amostragem.

3.2.3. Detalhes dos experimentos conduzidos na camara em atmosfe-
ra controlada de 15-dinitrogenio.

Foram conduzidos 4 experimentos. 0Os "seedlings” conforme o
tratamento eram cuidadosamente colocados dentro da camara (Fig. 2). A se
guir era feito o vacuo, ate a pressao da ordem de 20 mm (tensaoc de vapor
d'agua a temperatura ambiente) e entao era admitida a mistura de gases

corresponcente a cada experimento.

Exp. 11: Foram usados "seedlings"” de cana-de-agucar de uma va
riedade CP, gentilmente cedidos pelo Dr. Roberto Cesnik, geneticista do
Planalsucar, crescidos em mistura de solo mais subproduto de manufatura
de café sclCvel, mais bagacilho de cana nas mesmas proporgoes. Esta mis-
tura estava contida em um saco de polietileno. QO bloco de solo tinha 7cm
de diametro x 10 cm de altura. As plantas, conjunto de 5 "seedlings” de
3 meses de idade, foram retiradas cuidadosamente do bloco, sacudidas para
sliminar o excesso de solo em tornc do sistema radicular (sistema pertur-

2adol, e colocadas na camara. 0Os seguintes tratamentos foram testados:
A: Plantas inteiras;

B: Partes aereas septadas da raiz;

C: Plantas inteiras que haviam recebido 15 ml de solugaoc de
glicose a 1,5% no bloco, de solo, antes do esboroamento

para retirada da amostragem.

Os tratamentos A e B receberam agua destilada (15 ml) para se

rem comparaveis a C. .

A mistura de gas inicial era a seguinte: N_ B84% com 15~N2 a

2
02 2,2%, CO, 2,3% e Ar 11,0%.

£)
wn
o\°
.

2
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Apos o periodo de incubagaoc de 24 horas, a mistura utilizada

foi novamente armazenada e retiradas as plantas. As raizes foram separa-
das da parte aérea para constituirem duas amostras por tratamento. Estas
foram secadas a SGOC, determinado o peso apos a secagem completa, guando
entédo foram moidas para analise de nitrogénio total através do metodo de
Kjeldahl, com digestao em acido sulfurico e posterior destilagao, e deter
minagao de 15-nitrogenic pelo metodo de Dumas modificado(VICTORIA, 1975),

com o uso do espectrometro de massa. Resultados no Quadro 16.

Exp. 12:’ Método semelhante ao experimento 11, com os seguintes

tratamentos:

A. sistema intacto (bloco de soclo + planta, ja descrito ante-
riormente). Dois conjuntos.

B. sistema perturbado (Planta inteira, retirada do bloco de
solo).

C. Idem B, porém com a raiz septada da parte aérea.

D. Idem A, porem permanecia fora da camara, junto do sistema

para servir de testemunha.

Mistura de gas inicial: N2 41,13%; 02 2,47%; C02 0,08% e Ar
52,22%. Resultados no Quadro 17.

Exp. 13: Tratamentos identicos ao Exp. 2, porém neste, a mis

tura de gas inicial continha 15% de oxigenio. Resultados no Quadrc 18.

Exp. 14: Neste experimento duas plantas em sistema intactc
foram colocadas dentro da camara por um periodo de 6 dias. Um bloco com
plantas inteiras, em identicas condigdes, permaneceu fora da camara para
controle e tambem servir de testemunha. A mistura de gas inicial possuia

20% de Oxigenio e o CO, era controlado a teores proximos do normal atra-

2
vés de passagem da mistura gasosa em cal sodada. Resultados no Quadro 19.

3.3. Isolamento de bacterias fixadoras de nitrogenio.

0 isolamento de bacterias fixadoras de nitrogenio foi  feito
. colocando-se pedagos de rafizes ligeiramente mergulhadas na superficie do-
meio de cultura LG [KH2P04 - 0,4 g; K2HP04 - 0,1 g; MgSD4. 7 HZD - 0,02g;
NaCl - 0,1 g; FeCl, - 0,01 g; NaMoQ, . 2 H,0 - 0,002 g; solugao alcoolica

de azul de bromotimol a 0,5% - 5 ml; sacarose - 10,0 g; agar - 12 g; agua
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“estilada - 4CCC ml) distiribuido em placa de Petri (foto 3). As  bacte-
rias que se dessnvolviam, apos a purificagao eram transferidas para tubos
de ensaio com o mesmo meio de cultura. A capacidade de fixagao de nitro-
genio das diferentes colonias era testada, retirando-se uma colonia em
nleno desenvolvimento, pura, a qual era cclocada em vidro de 10,0 ml, e
incubada sob atmosfera de 10% de acetileno durante 30 minutos, sendo reti
radas amostras para analise do etileno evoluido, por cromatografia de gas

gde 10 em 10 minutos.

Observagoes ca bactéria "in situ” foram feitas mergulhando-se
raizes (lavadas ligeiramente em agua para eliminar excesso de solo) em sO
lug20 de lactofenol: fenol cristalizado - 20,0g; acido latico - 20,0 g ;
glicerina - 40,0 g; agua destilada - 20,0 ml; anilina azul - 0,1 g. Uma
gotae da Soluqéo de lactofenol, era colocada sobre a raiz em uma lamina,
que apos aquecimento ligeiro, sob chama direta, era coberta por uma lami-
nula para ohservagao no microscopio. A foto 4 mostra detalhe de colonia

de bacterias na raiz de cana-de-agucar.
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Foto 1. Conjunto de duas placas de lucite, contendo minicama-
ras, usada na incubagéo de segmentos de raizes e de-

terminagao da atividade da nitrogerase.
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‘Foto 2. Placa de lucite com minicamaras, mostranda reagac com
o reagente de Schiff, gue evidencia a presenga de eti
leno ap0s a incubagdo de segmentos de rafzes, sob at-

mosfera de acetileno, para determinagao da atividade

da nitrogenase.
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Foto 3. Colonias de bacterias fixadoras de nitrogenio obtidas
de raizes, apos 48 h de incubagao, em meio de cultura

com agar sem nitrogenioc mineral.



Foto 4.

32 1.

Detalhes de celulas de raiz de cana-de-agfscar; coleta
da no campo, mostrando colonia de bacteria. Montagem
feita em lactofenol, com aumento de 800 v, sob imer--

Sao.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

4.1. Atividade da nitrogenase em sistema intacto e perturbado

Tendo em vista que a maioria dos estudos em fixagao nao sim-
biotica de nitfogénio no sistema solo-planta foram feitos modificando-se
drasticamente o sistema (HARRIS & DART, 1973; PATRIQUIN & KNOWLES, 1972;
DOBEREINER et al., 1972a e b; YOSHIDA & ANCAJAS, 1971; RUSCHEL et al.,
1975), neste trabalho procurgu-se comparar o efeito do sistema  intacto,
que representa as condigdes normais de desenvolvimento da planta, € siste
“ma perturbade, que seria representado por modificagoes introduzidas no
primeiro, tais como retirada do soloc em torno da raiz; lavagem do material
qué envolvia a mesma, ou utilizagao de amostragem de raiz coletada no cam -

po.

Observou-se que a atividade de nitrogenase avaliada atraves

da redugac de acetileno em sistema intacto era geralmente maior que em
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sistema perturbado (fig. 3, 5 e 11). Inumeras razGes poderac ser aponta-
das ‘para justificar esta observageo. Ao se modificar o sistema aparece
um retardamento inicial (”fase lag”) para a atividade da nitrogenase (RI-
NAUDO, 1970; RINAUDO et al., 1971; DOBEREINER, 1972b),que seria nao s@
uma adaptacao ao novo substrato acetileno, bem como uma resposta a condi-

goes de nova atmosfera de O, e CQ ou alem deste retardamento inicial uma

2 2*
interferencia na atividade da fotossintese que sera discutida posterior-
mente. Por outro lado, o volume de solo no sistema intacto € bem maior
que aquele do sistema perturbado e possue populagao ativa de microrganis-
mos fixadores de nitrogenio, enquanto que no sistema perturbado, alem do
volume de solo ser bem pequeno, o equilibrio microbianoc do solo e fisiolé

gico da planta foi severamente modificado em todos os sentidos.

Na Fig. 3 nota-se que a adigao de fonte energetica (glicose])
em sistema intacto aumentou a atividade da nitrogenase apds 26 horas de
incubagao sob atmosfera de acetileno, enquanto que plantas que tiveram
suas raizes mergulhadas em solugao de glicose, sistema perturbado, apre-
sentaram atividade da nitrogenase bem inferior que plantas nao tratadas,
provavelmente devido a competigaoc com outros microrganismos nao fixadores
de nitrogenio. No entanto, quando o sistema era intacto, fica dificil
atribuir-se os aumentos observados na atividade da nitrogenase somente a
cana-de-agucar, uma vez que tambem poderiam ser devidos a microflora au-

toctone do sistema (rizosfera e solo).

As taxas de fixagao de nitrogenio diminuiram sensivelmente
apd: o periodo noturno em ambos os sistemas, sendo mais acentuada em sis-
tema intacto, o que sugere um efeito da luz sobre a atividade da nitroge-
nase. Esta observagao e valida mesmo para rafizes soltas (Fig. 10). Em se
tratando de plantas inteiras, a luz poderia influenciar indiretamente no
aumento dos produtos da fotossintese, os quais serviriam de substrato pa-
ra os microrganismos fixadores de nitrogenio, ou diretamente se os micror-
ganismos responsaveis pela fixagao necessitassem de luz para exercerem sua
fungao. Entretanto o decréscimo da atividade da nitrogenase, no periodo
noturno, em raizes soltas, poderia indicar efeitos indiretos, como por
exemplo, aumento da temperatura sob presenga de luz, que favoreceria a
atividade das bacterias fixadoras de nitrogenio. Nota-se tambem que apos
um decréscimo inicial em plantas inteiras, em sistema intacto, ha uma ten
dencia para aumento da taxa de fixagdo de nitrogenio quando € adicionada

uma substancia energetica (fig. 4, 6, 8 e 12), enquanto que para sistemas
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perturbados esta observacao nem sempre e real (Fig. 4); BALANDREAU et «al.
(1974), estudando variagées diurnas da atividade da nitrogenase tambem ng
taram diminuigado daquela atividade em periodos noturnos, correlacionando

tais efeitos com a fotossintese.

Numa tentativa de se observar o efeito de substancias energé-
ticas na fixacdo nao simbictica de nitrogénio, foram adicionadas ao siste
ma radicular de cana-de-aglcar, glicose (Figs. 3, 5 e 9) sacarose e mala-
to (Fig. 9), as quais sempre aumentavam a atividade da nitrogenase, exce-
to em um experimento (Fig. 3). Este aumento foi proporcional a concentra
¢ao, quando plantas inteiras ou raizes eram testadas em sistema perturba-
do (Figs. 5 e 7), o mesmo aconfecendo, em sistema intacto, com plantas in
teiras, porem em raizes testadas sob sistema intacto, tratamento com con-
centracao mais elevada de glicose apresentou atividade da nitrogenase me-
nor gque tratamento com concentracaoc mais baixa de glicose (Fig. 7). O sis
tema intacto foi o que apresentou maiores aumentos durante o decorrer dos
experimentos. Conclui-se desta forma, que a adigaoc de substrato ao meio

aumenta a atividade da nitrogenase.

Os aumentos observados em raizes sem solo aderente levam a
crer que a populagac de microrganismos fixadores de nitrogenio na raiz
tem um grande potencial de fixacao. Dentre as fontes energeticas testa-

das, a glicose parece ter oferecido resultados mais eficientes.

A taxa de fixacao foi severamente modificada pela adigao de
subs*ancia energetica (Figs. 4, 6, 8 e 10). Em sistemas perturtados a ta
xa de fixagZo foi alta em relagaoc as demais quando o teor de glicose adi-
cionado era elevado (5%, Figs. 6 e 8), o que sugere a necessidade de al-
tos indices de carbohidratos para o aumento da populagao fixadora ou ati-

vidade dos mesmos em torno da raiz.

Os efeitos observados indicam que ao serem adicionadas subs-
tancias energeticas ao solo a populagao microbiana podera beneficiar-se,

induzindo maior fixagao biologica de nitrogenio no sistema solo-planta.

Conforme podera ser observado na maioria dos quadros, h& uma
grande variabilidade nos resultados com o uso de cromatografia de gas,
que talvez pudesse ser atribuida ao efeito do genotipo dos diferentes
"seedlings" usados nos diferentes experimentos. Entretanto, ao se obser-

var os dados do Quadro 1, nota-se gue nao existe uma relagaoc entre varie-
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daces de cana-de-agucar e atividade da nitrogenase. 0s valores encantra-
cdos para periodos de incubagao semelhantes, variam de nanomoles para mi-
cremoles per grama de raiz, em plantas da mesma idade, se bem gue em expe
rimentos feitos em epocas diferentes. Comparando-se plantas da mesma va-
riedade, no mesmo experimento, verifica-se tambem grandes variagoes, pare
cende que a variabilidade existente seja mais devida ao meio que a pro-
pria planta. Com efeito, BALANDREAU (1975), DOBEREINER et al. (1972b) e
JURGENSEN (1973), observaram modificagCes na atividade da hitrogenase de-
vida ao soleo, luz e nutrigao da planta. Sendo assim, acredita-se que os
2feitos discutidos neste trabalho, sejam devidos principalmente aos trata
mentos testados. Justifica-se o uso de "seedlings” de diferentes varieda
des dentro de um mesmo experimento, pela excassez deste material, obtido
em determinadas épocas do ano, sob condigoes muito especiais de cultivo.
No entanto, trata-se do material mais representativo de cana-de-aglcar |,
uma vez que plantas obtidas sob condigdes de campo, sao por demais desen-
volvidas para serem seladas e incubadas sob condigdes de laboratéric.Acqg
dita-se que estudos posteriores deveriam ser desenvolvidos com clones, ma
terial reproduzido normalmente em condigoes de campo, uma vez que, de iqi
cio, os toletes possuem elevado teor de fonte energetica que certamente
influira na microflora da rizosfera. Testes preliminares de inoculagao de
toletes, antes do plantio, evidenciaram alta atividade da nitrogenase,nos
tratamentos inoculados, na primeira semana. ApoOs este periodo e atée 3 se
manas apos o plantio, aquela atividade foi semelhante para todos os trata
mentos, evidenciardo a presenga de populagao nativa de microrganismos efi

cientes na fixagao de nitrogenio.

4.2. Inoculagcao com bacterias fixadoras de nitrogenio.

_ Inoculagao com misturas de microrganismos aumentou mais a ati
vidade da nitrogenase que inoculagado com bactéria em cultura pura (Fig.
S), o que indica o estabelecimento de um equilibrio adequado mais rapido
para misturas de microrganismos. Taxas de fixagao mais elevadas aparece-
ram em tratamentos inoculados (Fig. 10) que em tratamentos gque receberam
glicose ou sacarose, o que induz a uma conclusao preliminar da viabilida-
de da inoculagao em cana-de-aglcar. No entanto, estudos ‘mais detalhados
deverao ser feitos neste sentido, sobre a sobrevivencia da bacteria inoqg

lada no meio e interagac com a planta.
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4,3. Atividade da nitrogenase avaliada por metodo qualitativo.

0 metodo da redugao do acetileno tem sido bastante usado na
determinagao da atividade da nitrogenase e trouxe uma verdadeira revolu-
¢do no estudo da fixagao biologica de nitrogénio. Nao resta divida que o
uso da cromatografia de gas na determinacdo de etileno € mais adequado,
porem, um cromatografo € um aparelho dispendioso para ser adquirido por
laboratorios comuns. O método descrito neste trabalho, trata-se de modi
ficagGes do método desenvolvido em N.R.C. Praierie Laboratory em Saska-
toon, Canada, diferenciando-se pelo reagente colorimétrico e material em-
pregado. Este método se evidenciou aplicavel em trabalhos rotineiros com
a finalidade de se observar a atividade da nitrogenase nos mals variados
tratamentos. No Quadro 12 observa-se reagao positiva somente nas raizes
incubadas, individualmente em cada camara, indicando a viabilidade do me-
todo e do conjunto elaborado. Por outro lado, nota-se que somente parte
das raizes testadas apresentaram reagao positiva (53,2%), indicando a
atividade da nitrogenase restrita a determinadas minicamaras, o que tam-

bém justifica o uso e aplicagao do método preconizado.

A viabilidade deste método foi comprovada em diferentes expe-
rimentos. Testou-se o efeito de adigoes de glicose adicionada em-'meio de
cultura sem nitrogenio (Quadro 13), e substancias energeticas (Quadros 14
e 15). Nota-se que a adigao de glicose mais sais minerais nao aumentou a
atividade da nitrogenase em raizes de toletes recem germinados, mesmo nos
inoculados, o que sugere uma competigao inicial das bactérias fixadoras ce
nitrogenio com outras que populam o sistema, ou que o excesso de substan-
cias energeticas que o tolete continha, mascarava os resultados devi-
do a glicose. Deve-se observar que em ambos 0s experimentos de raizes de
toletes germinados sob condigdes de laboratorio o nidmero de raizes com
reagao positiva era pequeno. A hipotese da senescéncia e morte das bacte
rias durante o periodo de incubagdo na minicamara, fica afastada ao se ob
servar os dados do Quadro 15, quando adigoes de glicose, sacarose e mzla-

to estimularam a atividade da nitrogenase em raizes coletadas no campo.

4.4, Incubagao de “"seedlings" sob atmosfera de 15-dinitrogenio.

Plantas incubadas em atmosfera controlada evidenciaram que o

sistema fixador se encontra em torno da raiz. O0Os teores de 15-nitrogenio
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encontrados no solo da rizosfera, principalmente quando a glicose foi'adi
cionada ao meio, corroboram os resultados obtidos com redugac de acetile-
no, quando foi observado que adigoes de substancias energeticas aumenta-
vam a atividade da nitrogenase no sistema (Figs. 5 e 7), e sugerem um
efeito indireto da planta na populagac de microrganismos fixadores de ni-
trogenio da rizosfera e imediagoes., os quais estariam na dependencia de
substancias energeticas fornecidas pela mesma. Comparando-se os resulta-
dos obtidos nos tratamentos com £ sem glicose, observa-se que maior fixa-
gao foi obtida nos primeiros, a qual se refletiu na planta, que apresenta
va teores de nitrogenio na raiz, duas ou cinco vezes maiores que nas de-
mais testadas naquele experimento. Infelizmente, nao foi possivel reali-
zar-se uma analise mais acurada neste experimento, que pudesse demonstrar
transporte de nitrogenio para a parte aerea da planta. Sem esta observa-
¢ao, os aumentos de nitrogenio na raiz de planta que recebeu glicose no
solo, poderiam ser devidos ao solo nao retirado com a lavagem feita em

- -~ . T . T
agua corrente ou substancias aderentes nas superficies das raizes.

Plantas em sistema perturbado (Quadros 16 e 17) e em sistema
intacto (Quadros 18 e 19) evidenciaram fixagao de nitrogénio na raiz e
transporte para a parte aerea da planta sob condigdes normais simuladas
(Quadro 19), ou sob condigdes de teor medio de oxigenio (7%) e alto teor
de dioxido de carbono (Quadro 18), enquanto que fixagdo de nitrogenio na
raiz foi observada em todos os experimentos (Quadros 16, 17, 18 e 13). A
observagao do transporte de nitrogenio para a parte aerea da planta ficou
evidente nos experimentos onde a analise de 15-nitrogenio foi mais apura-
da (8§ ©/00), o que indica a efetividade do sistema fixador, tendo em vis-
ta o periodo de incubagdo usado, e a diluigdo do nitrogénio na planta,
uma vez que se usava "seedlings” bem desenvolvidos, com tres meses de ida

de.

As respostas obtidas nos diferentes experimentos parecem néo
estarem ligadas a maios ou menor concentragdo de dioxido de carbono.  Em
expérimento semelhante, onde a atividade da nitrogenase foi detarminada
atraves de cromatografia de gas (Quadros 10 e 11 e Figuras 11 e 12),
"seedlings” de cana-de-aglcar, incubados sob atmosfera de acetileno, néo
evidenciaram aumentos na atividade da nitrogenase devido--aoc aumento de
concentragao de COZ’ em sistema intacto e perturbado, mesmo apos 23 horas

de incubagao. (s aumentos da atividade da nitrogenase com o aumento da

concentragao de COZ’ parecem estar mais ligados a fotossintese que a efel
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tos diretos sobre a nitrogenase (WILSON, 1940). Plantas de fotossintese

C., respondem ao aumento de concentragces de CO porém na cana-de-aglcar,

3 2’
planta C4, a fotossintese poderia continuar mesmo em baixas concentracgdes
de CO 0 que explicaria a falta de resposta dos tratamentos com CO nos

2’ 2
experimentos relatados. Observou-se gue nos experimentos onde a concen-

2
(Quadros 16 e 17), a fixagao de nitrogenio parece ter sido mais favoreci-

tragao de CO, era elevada, porem com baixas concentragdes de oxigenio
da que nos experimentos onde a concentragdo de oxigenio era elevada, 0
que esta de acordo com a sugestao de HARDY & HAVELKA (1975), os quais su-
gerem que deva existir, mesmo em sistemas bioclogicos de formas livres,pro

tegao em relagao ao oxigenio.

4.5. Atividade da nitrogenase e microrganismos fixadores de nitrogenia

A nitrogenase € extremamente sensivel ao oxigenio, e esta 1li-
mitagado pode ser uma barreira para aumentos de nitrogenio em sistemas bio
logicos. Generalizando, a fixagdo de nitrogenio por microrganismos anae-
robios & mais eficiente que por microrganismos aerobios, pois estes Glti-
mos devem possuir mecanismo que diminua  a pressac interna de oxigénip, pa
ra facilitar a atividade da nitrogenase. Azofobacter, por exemplo, uLLLE
za-se de elevadas taxas de respiragao, enquanto que Kfabisielfa e Baclllus,
que sao fixacdores de nitrogenio-.facultativos, somente produzem nitrogena-
se em meio quase a&naerobio (HARDY & HAVELKA, 1975). Em Leguminosa o oxi
genio & removido do lugar da fixagao, nodulos, pela leghemoglobina, (BER—
GERSZN at al., 1973}, porem, em outros sistemas tiologicos, a existencia

de um mecanismo de protegdo da nitrogenase ao oxigenio seria necessario.

Os isolamentos de microrganismos fixadores de nitrogenio em
cana-de-aglcar, em meio aerdbio, com agar ou silica gel sem nitrogenio mi
neral, evidenciaram a presenga de colonias com aspecto morfologico de co-
lonias puras, mas que através de exame microscopico evidenciava mistura
de microrganismos (foto 5). Ao tentar-se a separagao dos mesmos em meio
aerobio, isolava-se a Azotobacteriacea conhecida, perdendo-se as demais;
em meio anaerdobio, nao se observava desenvolvimento de nenhuma bactéria
porem, a polimistura podia conservar-se com alta atividade da nitrogena-
se, Julga-se pois, que a colonia inicial constituia-se de microrganismos
gue podiam ccexixtir uma as expensas dos outros, como por exemplo, reti-

rando-se o excesso de oxigenio para que um anaercbio pudesse se desenvol
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em meio eerobio. Considera-se portanto neste trabalho, que a fixa-
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mos gue & uma Unica espécie de bacteria ou outro microrganismo.
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4,.6. Contribuicdo da fixagao biologica de nitrogenio em cana-de-agucar.

Uma estimativa grosseira da fixagao biologica de nitrogenio
em cana-de-agicar € apresentada, usando-se dados de experimentos de incu-
tagdo de "seedlings” em camara com atmosfera controlada com 15-dinitroge-

nio, e de experimento de incubagao em acetilenao.

Acdmitindo-se que 100 toneladas/ha de colmos e folhas (produ-
gao de cana-planta por anol) tenham 6,6 t de raizes, de acordo com HUMBERT
(1963), que cita variagbes medias de 15/1 para a relagao parte aerea/raiz
e tomando-se os valores de 3,42/ug de nitrogenio fixado por dia ou 18,78
g de N quando a glicose fol adicionada aoc meio (Quadro 16), fol determi-
nado o teor de nitrogenio fixado anualmente. Para tanto, admitiu-se que
o crescimento do sistema radicular foi linear, alcangando seu maximo de-
senvolvimento nc final do periodo de um ano. Foi calculado graficamente
a area de um triangulo com base 365 (dias anuais) e altura igual ao nifpg
g2nio fixadso ce acordo com & amostra x (6,6 x 10%) (peso total de raizes

m gramas)/peso da amostra (g). A area do triangulo assim constituido

E)

scuivalia-se respectivamente a 3,03 e 16,6 kg de nitrogenio/ha/ano sob
tensac de oxigenio baixa. Em condigGes normais simuladas, aplicando-se o
mesm~ raciocinio e levando-se em consideragdo que o periodo de incubag3o
foi de 6 cdias, calculou-se 6,2 kg/ha/ano absorvidos pela planta e 0,4 kg

de MN/ha/ano nas raizes.

Em experimento com redugao de acetileno (Quadro 6), amgstra
Ze planta inteira em sistema perturbado, tomada aoc acaso, mostrava teo-
res de etileno evoluido igual a 9 umoles de etileno apds 24 horas de in-
:ubagéd para planta com 2,23 g de raiz. Sabendo-se que a reagao da nitro
senase para a redugao de acetileno envolve 2 eletrons, enquanto gque se-

riam usados na redugdo de nitrogenio seis eletrons (RUSCHEL & RUSCHEL

3

)
<

!

a
'874b), o total de moles calculados foi dividido por 3. Procedendo-se da

-—

[14]

sma maneira descrita acima, para calculo de nitrogenio fixado, obteve-
sz 45,3 kg de N/ha/ano, valor este 15 vezes superior a estimativa feita
-zra plantas incubadas em camara com 15-nitrogenio, em sistema perturba-

Zo. Em sistema intacto, a estimativa com 22 umoles e 2,84 g de raizes al
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cangou o valor de 87 kg de N/ha/ano, o gue vem a sugerir, que com o meto-
do da redugao do acetilenc, obtém-se valores muito altos que na realidade
deve representar a soma da atividade da nitrogenese da rizosfera e do so-

lo propriamente dito.

Por outro lado, fazendo-se uma estimativa com os resultados
obtidos na amalise de 15-nitrogenio no solo, e imaginando-se que a  area
explorada pelas raizes fosse de 2,3 x 103 kg de solo por hectare,tendo-se
0,19 Ug de N/g de solo, a fixagcao calculada foi de 78,5 kg de N/ha/anoc no
solo, o que faria jus as observagces com reducac de acetileno. Nao resta
divida que se a planta conseguir retirar pelo menos metade do nitrogenio
estimado, a fixagdo bioldgica de nitrogenio & um meio rendoso, que a natu
reza presenteou & agricultura, notadamente no Brasil, onde 1,3 milhoes de

hectares sao plantados com cana-de-aglcar.

4,7. Variacao natural de 15-nitrogenio em cana-de-agucar.

Com a finalidade de se observar variagGes naturais de 15-ni-
trogenio em cana-de-aglcar, foram feitas analises de 13 amostras de  fo-
lhas colhidas sob condigoes normais de cultivo no campo, aoc acaso, na re-
gido de Piracicaba, de plantas com quatro meses de idade, de diferentes

variedades. O0s resultados sao apresentados na tabela abaixo, onde:

15SN/Y%N amostra x YSN/M*N ar

1SN/Y*N ar

8§15y ©/00 = x 10°3




&? amostra N® folha S 5N %/a0 N %
§ 15N P/ac
01 0,48 6,6 0,072
02 0,62 8,5 0,072
03 0,58 6,7 ‘ 0,087
0z 0,40 4,2 0,095
05 0,67 9,6 0,070
08 0,70 9,2 0,075
07 0,80 8,1 0,074
08 0,52 7,2 0,072
08 0,40 4,3 0,092
10 0,83 11,8 0,071
11 0,48 5,2 0,092
12 0,51 8,0 0,075
13 0,83 6,0 0,105
M 0,58 7,3 0,08

Os resultadcs mostraram variagoes de & 9/co de 4,31 a 11,77,
e media de 7,33, A veriacdo natural parsce estar correlacionada com o ni
trogenio percentual. As variagGes isotopicas natural em folhas de cana-
de-agucar devem ser devides a fracicnamentos isotdpicos que ocaorrem no sg
lao, em fungdc do teor de 15N do solo original, do adubo e da atividade
dos microrganismos durante as diversas transformagdes de distintas formas

de nitrogerio.

Em trabalhos em que se procura uma identificagao dos diversos
processos para a seletividade de 15N, um némero muito maior de amostras
devera ser examinado, em condigOes de campo, onde haja registros histori-

cos de utilizagao do solc.
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Foto 5. Misture de bacteries em esfregassc corado com Auden-

bfack. Aumento de 800 v, sob imersao.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Diversos experimentos foram conduzidos com a finalidade de se
avaliar a fixagao bioldgica de nitrogénio em cana-de-aglcar. Foi observa
" da a atividade da nitrogenase em plantas inteiras e raizes de cana—de-aqé
car em sistema intacto e perturbado, utilizando-se o método da redugao de
acetileno, sendo o etileno evoluido determinado por cromatografia de gas
e por metodo quimico-colorimétrico; bem como, foi estimada a fixagao de
nitrogénio, incubando-se "seedlings" de cana-de-aclcar em camara com at-

mosfera controlada com 15-dinitrogenia.

Os-resultados obtidos evidenciaram a presenga de sistema fixa

dor em torno das raizes de cana-de-aglcar e no solo da rizosfera.

Plantas testadas em sistema intacto demonstraram maior ativi-
dade da nitrogenase em sistema perturbado, porem ficou evidente que a fi-

xagac de nitrogenio nao foi inibida em sistema perturbado.
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A incubagado de "seedlings” de cana-de-aglcar em camara com at

mosfera controlada de 15-dinitrogenio mostrou que a planta pode utilizar
0 nitrogenio fixado em sua rizosfera, parecendo ser este o método mais
eficiente para comprovagao de fixagao por microrganismos livres fixadores

de nitrogénio, no sistema solo-planta.

A utilizagao de metodo quimico-colorimétrico da determinagao
de etileno em minicamaras para observagao da atividade da nitrogenase em
segmentos de raizes, mostrou-se eficiente, possibilitando uma visao pano-

ramica de pontos de maior fixagdo em determinado sistema.

AdigGes de substancias energeticas aumentaram a atividade da
nitrogenase em plantas inteiras e em raizes em sistema intacto ou pertur-
bado. Comprovagao de maior fixagdo de nitrogenio, quando a glicose foi
adicionada ao solo, foi obtida em experimento de 15-nitrogenio, no caso,

somente testada em sistema perturbado.

Adigtes de glicose, sacarose e malato em raizes soltas aumen-
taram a atividade da nitrogenase de acordo com o perfiodo de incubagao, o
que indica a presenga de microrganismos fixadores nas mesmas e grande po-

tencial de fixagdo de nitrogenio dos mesmos.

Os aumentos da atividade da nitrogenase e da fixagao de nitro
genio quando uma substancia energética € adicionada ao solo, sugerem  que
modificagbes no sistema solo-planta poderado trazer beneficios a cultura

de cana-de-aglcar.

Ao inocularem-se raizes de cana-de-aglcar destacadas com mis-
tura de microrganismos, observou-se alta atividade da nitrogenase, a qual

aumentou durante o periodo de incubagao.

A fixagao de nitrogenio no solo foi comprovada e foi bem mais

elevada quando glicose fol adicionada ao solo.

‘0 transporte de nitrogenio para a parte aérea da planta tam-

bém ficou evidente ao se adotar uma anadlise de nitrogenio-15 mais apurada
(6§ 15N %/00).

Estimativas grosseiras do nitrogénio fixado, usando os resul-

tados dos experimentos de incubagdo de "seedlings” em camaras com 15-dini
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vads que a planta pode ebsorver 6,2 kg de N/ha/ano (N na parte aer=s). No

sclz, a Tixag2o fol estimada em 79,5 kg de N/ha/ano.

A abundancia de 15-Nitrogenio em fGlhas de cana-de-aglcar cul
tivadas no campo em § O/oo, variou de 4,31 a 11,77, com medias em torno

de 7,33.
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6. SUMMARY

Several experiments were carried out to evaluate biological
nitrogen fixation in sugar cane. Nitrogenase activity in whole plants
and roots of sugar cane in intact and disturbed system were chbserved,
using acetylene reduction method. The evolved ethylene being determined
using gas chromatography and colorimetrical method. Nitrogen fixation
was also estimated by the incubation of seedlings en‘15-dinitrogen

controlled chamber.

The results obtained indicated the presence of a fixing
system arcund sugar cane roots and in the rhizosphere soil. Plants
tested in intact system showed higher nitrogenase activity than in
disturbed system, however it became evident that the nitrogen fixation

was not inhibited in the disturbed system.
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The incubation of sugar cane seedlings in 15-dinitrogen
controlled chamber indicated that the plant can UtilizeAthe nitrogen
fixed in its rhizosphere, showing an efficient method to determine
N-fixation by free microorganisms and uptake of fixed nitrogen in the

plant.

The utilization of colorimetric method in the determination
ot ethylene in minichambers to observe nitrogenase activity in the root
segments, has proved to be efficient, making it possible to see sites of

higher nitrogen fixation in a certain system.

The addition of energetic substance increased the nitrogenase
activity in whole plants and in the root, both in intact and disturbed
systems. According to incubation period the nitrogenase activity
increased in detached roots when glucose, saccharose, and malate were
added indicating the presence of nitrogen fixing microorganisms in the
roots and their large N-fixation potential. The increases in nitrogenase
activity and N-fixation when an energetic source is addéd, suggests that
certains changes in the soil-plant system could be beneficial to sugar

cane cultivation.

High nitrogenase activity was obtained when detached roots
were inoculated with mixtures os microorganisms and this activity
increased during incubation period. It was suggested that N-fixation in
sugar cane was due to a group of microorganism, rather tham just to one

bacteria.

Nitrogen fixation in the soil has been proved and it was

higher when glucose was added to the soil.

Nitrogen uptake by the top plant alsoc became evident when a

more accurate analysis of nitrogen-15 was carried out (& 15y O/oo].

Rough estimation of de N-fixed from results obtained with
the experiments of incubation of seedlings in 15-dinitrogen indicated
3.3 kg N/ha/yr from roots in disturbed system, this content being
increases to 16.6 kg of N/ha/yr when glucose was added to the soil. 1In
an intact system it was noted that the plant can uptake 6.2 kg of N/ha/yr
(N in the top part of the plant). Nitrogen fixation in the soil was

estimated at 73.5 kg N/ha/yr.
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Nitrcgen-15 abundance in sugar cane leaves from field plants

varieé from 4.31 to 11.77 with a mean of 7.33 §'°5N ®/co.
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Fig. 3. Efeito da glicose na atividade da nitrogenase em

planta inteira e raiz de cana-de-aglcar, em sistema

intacto e perturbado.



U moles etileno/ g ralz /h

.48,

20Q
&
150
o)
100
>3
50 \
<
\‘e
. ® om0’
Q. u)." o '
@‘*:\‘o T
] - e ptylber : SO ¥ S il
1 5 10 22
Perfodo de incubagaoc (horas)
0 — 0o sistema intacto, planta inteira
® —— B idem + glicose 1%
o ---- 0 sistema perturbado, planta inteira
® ---- ® idem + glicose 1%

Fig. 4. Efeito da glicose na taxa da redugac de acetileno (ati

vidade da nitrogenase) em planta inteira e raiz em sig

tema intacto e perturbado.



U moles etileno/g raiz

50

40

30

20

10

.49,

Periodo de incubagao em acetileno (h)

sistema intacto, planta inteira
idem + glicose 1%
idem + glicose 5%

sistema perturbado, planta inteira
idem + glicose 1%
idem + glicose 5%

X B O X RO
[ T
t1 "
[
[
X ®O X RO
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ma intacto e perturbado.
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QUADRO 1. Atividade da nitrogenase expressa em n moles/g de raiz de dife-

rentes variedades de cana-de-aglcar, em sistema perturbado e in-

tacto.
n moles de etileno/g de raiz
Sistema Perturbado
Periodo de incubagao em acetileno (horas)

Variedades 1 2 3 4 18 20 22 24 26 27
43 - 250 136 150 - 150 - - 13
CB 40-72 39 105 98 42 94 - 88 - - 35
58 61 108 48 58 - 24 - - 82

LB 41-78 180 227 226 110 34 - - g3 - - 212
NA 56-79 66 84 88 14 57 - 59 - - 59
18 53 43‘ 11 19 - 36 - Co- 34

IAC 50-147 1080 - - 2180 - - 93840 - 17480 -
CB 50-122 430 - - 180 - - 4680 - 14080 -
L 64-43 350 5380 - - - 3940 4040 4240 - -
IAC 52-147 - 210 - - - 720 2130 - - -

Sistema Intacto

L B5-43 2320 - ~ 83880 - - 25260 - 37800 -
1240 ~ - 3180 - - 34890 -~ 13040 -

IAC 52-147 2800 - - 6750 - - 2637 - 33580 -
4210 - - 8580 - - 64170 - 78750 -

CB 48 8360 - - - 286340 - - 125850 - 14870 -
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QUADRG-2. Efeito da glicose na atividade da nitrogenase expressa em
U moles de etileno/g de raiz em planta inteira e raiz da varie-

dade PR 1117, em sistema intacto e perturbado. (Exp. 2)

U moles etilenoc evoluido/g de raiz

Periodo de incubagdo em acetileno em horas

ih . s5h 10h 22h 26h 30h 48h
206,2  214,8  737,4 4277,2 2276,2 537,0  1858,1
S.intacto 83,8 150,2 342,2 342,22 914,9 300,2  638,6

pl.inteira
M 145,0 182,5 534,8 809,7 1595,5 L18,6 1248,3

107, 4 158,4 - 287,0 784,0 2006,6 1756,0

ldem * 221,8 31,3 638,6 1299,6 837,8 4196,4  3022,8

glicose 1%

M 16L4,6 95,3  638,6 793,44 810,1 3101,5 2389,k

21,1 5,3 40,8 371,1 368,4  1031,5 1186,8
S.perturba 6.6 13,3 33,3 353,3 541,6 993,3  3501,6
da,raiz
M 13,8 9,3 18,7 362,2 L455,0 1012,4  2344,2
7.0 - 14,0 35,0 178,89 210,5  131,5
Idem +
1icose 1% - - - 93,9 - 81,4 63,5
M 7,0 - 14,0 6L,k 178,9 135,9 97,5

M = Media
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QUADRO 3. Efeito da glicose na taxa da atividede da nitrogenase/hora ex-
pressa em U moles de etileno/g raiz em planta inteira e raiz da

variedade PR 1117,em sistemas intacto e perturbado. (Exp. 2]

U moles de etileno evoluido/g raiz/hora.

Periodo de incubagaoc em foras.

1h 5h 10h 22h 26h 30h 48h
206,2 42,8 73,7 58,1 87,5 17,9 38,7
S.intacto 83,8 30,1 34,2 15,6 35,2 10,0 13,3
pl. inteira :
M 145,0 36,5 53,9 36,8 61,3 13,9 26,0
107,4 31,9 - 13,4 30,2 66,8 36,5
Idem +
. 221,8 6,3 63,9 59,1 32,2 139,9 62,9
glicose 1%
M 1646 19,1 63,9 36,2 31,2 103,4 49,7
21,1 1,0 4,1 16,9 14,2 34,4 24,7
i'pert?rbi 6,6 2,7 3,3 16,5 20,8 33,1 72,9
0, ralz
M 13,8 1,8 3,6 16,7 17,5 33,8 48,8
7.0 - 1,4 1,6 6.3 7,0 1,3
Idem + = - - - 4,3 - 2,0 0,7
glicose 1%
M 7,0 - 1,4 2,4 6,9 4,5 1,0

M = media
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QUADRO 4. Efeito de teores de glicose na atividade da nitrogenase, expres
sa em U mol etileno/g/raiz, em plantas inteiras em sistema in-

tacto e perturbado. {Exp. 3)

u mol/g raiz

peso Perfodo de incubagao em acetileno
raiz (g) (horas)
1h ah 20h 26h
-4 2
Sist. intacty L 84743 ,84 1,86 4,78 20,21 30,24
+ pl. inteira L 84-43 2,24 0,98 2,54 27,43 10,43
M 1,43 3,66 23,82 20,33
: L 64-143 1,32 8,26 23,889 68,32 83,53
Idem + glicose ‘ .
1% IAC 52-147 1,92 2,32 5,40 21,08 26,85
M 5,29 14,55 44,70 55,19
CB 48 1,72 3,37 7,67 51,33 63,78
tdem * B11C9%¢ cp 4g 1,60 6,68 21,07 100,68 118,97
M 5,03 14,37 76,00 91,37
CB 50-122 2,23 0,43 1,30 4,68 14,09
S.perturbado  pae 55447 2,08 1,08 2,18 9,84 11,47
+ pl. inteira
M 0,79 1,7k 7,32 12,78
CB 48 1,33 2,01 5,53 3,18 37,39
Tdem 7, 5119%¢ B s0-22 1,72 1,05 2,07 13,35 18,93
M 1,53 3,80 8,27 28,16
CB 48 2,43 0,45 2,68 13,87 17,81
fdem 2, 571%°%° o8 s0-12 1,50 1,04 4,93 36,66 57,25
M 0,75 3,81 25,27 37,53

M = media
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QUADRO 5. Efeito de dois teores de glicose na taxa da atividade da nitro-
genase expressa em 4 moles/g raiz /hora em plantas inteiras, em

sistema intacto e perturbado. (Exp. 3)

U moles/g raiz/hora

variedade horas de incubagao em acetileno

1h ah 20h 26h

Sist. intacto L 64-43 1,86 1,95 1,01 1,51

* pl. inteira L 64-43 0,98 0,64 1,37 0,52
M 1,42 1,30 1,19 1,02

L 64-43 8,26 5,92 3,41 4,17

Idem + glicose 1% 1.~ 55 147 2,32 1,35 1,06 1,34

M 5,29 3,64 2,24 2,76

Idem + glicoss 55 CB 48 3,37 1,92 2,56 3,19

' " CB 48 6,68 5,26 5,03 5,84

M 5,03 3,59 3,80 4,57

Sist. perturbado  CB 507122 0,48 0,33 0,23 0,70

+ pl. inteira IAC 50-147 1,09 0,55 0,48 0,57

M 0,79 0,44 0,36 0,64

Idem + glicose 1% CB 48 .2,01 1,38 0,186 1,87

CB 50-22 1,05 0,52 0,66 0,94

M 1,53 0,95 0,41 1,41

Idem + glicose 5% OB 48 10,45 0,67 0,69 0,89

CB 50-122 1,04 1,23 1,83 2,86

M 0,75 0,95 1,26 1,88

M = media
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QUADRQ- 6. Efeito de duas concentrages de glicose na atividade da nitroge
nase de raizes de cana-de-aclcar em sistema intacto e perturba-

Co.

U1 moles etileno/g de raiz

horas de incubacao

peso ¢
raiz (g) 1h 2h 20h 22h 24h
2,25 1,86 3,09 11,48 13,87 14,50
Ralz sistema 1,34 8,66 11,78 13,97 15,85 8,25
intacto
M 5,26 7,43 12,72 14,86 11,38
2,66 4,03 8,43 23,66 30,08 35,20
Idem +
- . 1,10 11,35 23,19 94,55 183,42 170,40
glicose 1%
M 7,79 15,77 62,11 106,75 102,80
1,860 4,85 10,24 83,28 84,18 109,16
Idem +
. . 1,44 1,24 2,47 22,17 23,16 25,77
glicose 5%
' M 3,05 6,36 52,73 53,67 67,47
2,26 0,35 0,59 3,84 4,04 4,24
Raiz sistema 1,57 - 0,21 0,73 2,13 -
perturbado
M 0,35 0,40 2,33 3,08 4,24
1,55 0,99 1,01 8,18 4,48 55,10
Raiz + 1,66 0,54 0,87 18,13 24,04 47,89
glicose 1%
M 0,66 0,94 12,15 14,25 51,39
1,57 0,78 2,76 16,74 272,00 375,41
Raiz +
X . 3,10 0,25 0,47 52,87 56,03 67,54
glicose 5%
M 0,51 1,36 34,80 164,01 221,47

M = media
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QUADRO 7. Taxa de atividede da nitrogenase, evidenciando o efeito de duas
concentragoes de glicose em raizes de cana-de-aclicar, em siste-

ma intacto e perturbado. (Exp. 4]

U moles etileno/g/hora

horas de incubagao

1h 2h 20h 22h 24h
. . L 64-48 1,86 1,54 0,57 0,83 0,60
Raiz no sistema
intacto CB 50-2 8,66 5,88 0,70 0,72 0.34
\
M 5,26 3,72 0,64 0,68 0,47
Idem + glicose L 64-43 4,03 4,17 1,48 1,36 1,48
1% CB 50-22 11,35 11,58 4,73 - 8,34 7,10
M 7,69 7,88 3,11 4,85 4,28
. CB 48 4,85 5,12 4,18 3,82 4,55
Idem + glicose
5% IAC 52-147 1,24 1,23 1,11 1,05 71,07
M 3,05 3,17 2,64 2,44 2,81
Raiz IAC 52-147 - - 0,03 0,10 -
M 0,35 0,30 0,11 0,10 0,17
R . L 64-43 0,89 0,45 0,28 0,20 2,29
Raiz + glicose
1% IAC 52-147 0,34 8,17 0,84 1,08 - 1,88
M 0,66 0,31 0,56 0,64 2,13
L . CB 48 0,78 d,39 0,83 12,36 15,64
Raiz + glicose
5% IAC 52-147 0,25 38,12 2,64 2,54 2,81

M o0,51 0,25 1,73 7,54 9,22

M = média
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QUADRO 8. Efeitos de fontes energeticas e da inoculacao na atividade da
nitrogenase ( n moles etileno/g ) em raizes de cana-de - aglicar

coletadas no campo. (Exp. 5)

n moles/g raiz

Periodo de inoculagao em acetileno - horas

raiz ‘
peso (g) 1h 3h 5h 24h 28h 30h
0,47 1,11 1,11 1,83 2,19 2,55 1,40
Raiz 0,41 1,27 0,83 1,27 2,10 0,83 42,74
lavada
0,63 0,83 0,22 2,96 1,83 2,46 1,75
M 1,07 0,72 2,02 1,97 1,95 15,29
0,27 0,63 3,81 3, 81 14,67 12,74 146,00
Raiz * 4 44 1,27 2,51 3,37 4,20 7,98 5,88
glicose
‘ 0,71 0,94 2,42 2,42 4,61 1,70 4,01
M 0,95 2,91 3,20 7,83 7,47 51,96
0,40 a,85 0,43 3,03 3,00 1,43 4,10
Raiz + )
0,35 0,97 3,43 4,43 3,43 8,34 3,40
sacarase
0,37 0,92 0,46 5,14 6,05 5,57 10,65
M 0,91 1,44 4,20 L,16 5,11 8,05
0,47 1,47 0,72 1,47 3,30 2,91 104,38
Raiz + :
0,53 0,98 0,32 3,25 6,17 6,81 8,26
malato
0,48 0,74 1,13 2,24 3,00 3,37 5,24
M 1,06 0,72 2,23 4,16 4,36 39,29
) 0,46 0,74 1,50 3,28 7,11 6,35 . 13,32
Raiz +
inocul. 0,31 1,68 1,74 12,18 12,77 17,18 21,80
mistura g 5g 0,48 0,97 5,88 5,88 8,34 3,40
bact. A
M 0,97 1,40 7,12 8,59 10,96 14,87
0,50 0,68 1,08 11,00 15,48 26,48 27,80
Raiz + . .
) 0,40 2,15 1,72 15,05 12,55 24,07 30,12
inocul.
mistura 0,48 2,52 0,71 12,10 16,12 24,74 27,37
bact. B\ 1,78 1,17 12,72 14,72 25,09 28,36
L 0,58 1,48 0,59 5,64 7,71 48,03 12,84
Raiz +
inocul.+ 0,70 1,96 0,48 4,91 7,37 10,07 10,01
Azotobac. . o¢ 1,06 1,08 2,65 3,17 4,51 6,74

M 1,50 0,71 4,40 6,07 20,87 8,87
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QUADRO 9. Efeitos de fontes energeticas e da inoculagac na taxa de fixa-
gaoc de nitrogénio pela nitrogenase expressa em n moles etileno/

g raiz/hora em raizes destacadas. (Exp. 5)

n moles/g raiz/hora.

Periodo de incubagac em acetileno (horas)

1h 3h 5h 24h 28h  30h
1,11 0,37 0,37 0,09 0,09 0,05
Raiz lavada 1,27 0,28 0,25 0,09 0,03 1,42
0,83 0,07 0,58 0,07 0,08 ° 0,06
M 1,07 0,24 0,48 0,08 0,07 0,53
0,63 1,27 0,76 0,61 0,45 4,87
Raiz lavada + 1,27 0,84 0,67 0,17 0,29 0,20
glicose -
0,94 0,81 0,48 0,19 0,06 0,13
M 0,95 0,97 0,64 0,32 0,27 1,73
0,85 0,14 0,61 0,12 0,05 0,14
Raiz lavada + 0,97 1,14 0,87 0,14 0,30 0,34
sacarose
0,92 0,15 1,03 0,25 0,20 0,35
M 0,91 0,48 0,84 0,17 0,18 - 0,27
1,47 0,24 0,29 0,14 0,10 3,48
Ralz lavada + 0,98 0,11 0,65 0,286 0,24 0,27
malato
0,74 0,38 0,45 0,12 0,12 0,17
M 1,06 0,2k 0,46 0,17 0,15 1,31
0,74 0,50 0,66 0,30 0,23 0,44
Raiz + inoculagao +  , qq 0,58 2,44 0,53 0,61 0,73
mistura bact. A
0,48 0,32 1,18 0,24 0,33 0,31
M 0,97 0,47 1,43 0,36 0,39 0,49
0,68 0,36 2,20 0,64 0,94 0,92
Raiz + inoculagao + 2,15 0,57 3,01 0,52 0,86 1,00
mistura bact. B
' 2,52 0,24 2,42 0,67 0,88 a,91
M 1,78 0,39 2,54 0,61 0,89 0,94
1,48 0,20 1,12 0,32 1,71 0,43
Raiz + Azotobacter. 1,96 0,16 0,98 3,31 0,38. 0,33
1,06 0,35 0,53 0,13 0,16 0,22

=

1,50 0,25 0,88 0,25 0,75 0,33
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QUADRO 10. Influéncia de atmosfera enriguecida com CO2 na atividede da ni

trogenase expressa em Y moles de etileno em cana-de-agucar em

{Exp. B)

sistema intacto e perturbado.

tacto

in

.

sistema

sistema perturbado

Pl. inteira

Idem + C02

Raiz

Raiz + C02

Pl. inteira
Idem + C02

Raiz

Raiz + CO2

1h

113,5
65,2
89,3

86,6
62,8
79,7

58,0
113,86
85,8

58,2
36,2
47,2

86,4
154,0
110,2

181,2
51,3
116,2

9.8
19,8
14,6

40,7
24,2
32,4

Periodo de incubagao (horas)

3h
113,5
326,1
219,8

224,5
347,89
286,2

48,3
81,8
70,0

144,38
50,7
97,8

537,5
555,7
546,6

634,3

81,5
357,9

46,3
24,1
35,2
27,8
24,2
26,0

U moles de etilenoc

5h
937.4
304,4
620,9

101,4
415,5
278,k

125,6
125,86

125,6

14753

96,6

121,9

480,72
283,8
382,0

286,8
187,2

237,0

- 49,8
83,5
66,6

74,0
11,7
92,8

23h
1063, 0
720,0
891,5

205,3
67,6
136,4

125,6
128,0
126,8

140, 1
84,2
112,1

966,4

743,0

857,7

1026, 8
448,9
736,8

22,6
57,4
Lo,o

61,9
86,7
74,3

27h
1352,8
326,1
859,5

236,8
347,89
242,3

166,7
169,1
167,8

195,7
831,1
513,4

489,2
718,8
604,0

2440,2
2343,5
2391,8

37,7
214,4
126,0

75,5
89,9
82,7

30h
6754, 8
5508, 4
5886,6

183,86
4107,2
2145,4

130,5
159, 4
144,9

168, 1
108,7

138,9.

48,3
314,1
401,7

163,1
308,0

235,5

74,0
78,5
76,2

81,5
110,2
95,8

42h
205,4
700,6
453,0

583,5

- 548,40

567,7

77,3
231,9
154,6

236,8
147,4
192, 1

1050,9
7380, 89
k215,9

8697,6
1836,2
5266,9

42,2
17,2
29,7

111,7

151,0
81,3
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QUADRC 11. Influencia de atmosfera enriquecida de CO, na taxa da ativida-

de de nitrogenase (U moles etileno/ hora) em cana-de -aglcar

em sistema intacto e perturbado. (Exp. 8)

intacto

sistema

sistema perturbadao

K moles etilena/h

Perigdo de incubagao (horas)

1h 3h 5h 23h 27h 30h 42h
113,5 37,8 187,5 46,2 50,1 225,5 4,8

Pl Inteira 65,2 108,7 60,8 31,3 12,1 183,68 16,7
M 89,3 73,2 124,1 38,7 31,1 204,5 10,7
96,6 74,9 20,3 8,9 8,8 6,1 14,0
Idem + CO, 68,2 12,0 83,2 3,0 12,9 136,39 13,0
M 79,7 43,4 51,7 5,9 10,8 98,9 13,5
58,0 16,0 25,1 6,1 7.2 4,3 1,8
Raiz 113,6 30,6 25,1 5,6 7.4 5,3 5,5
M 85’8 23,3 25’1 5,8 7’3 L}’B 3,6

58,2 48,3 29,4 6,1 8,5 5,6 5,6

Ralz + CO, 36,2 16,9 19,3 4,17 38,1 3,6 3,5
M 47,2 32,6 24,3 5,1 22,3 4,6 4,5
66,4 179,2 96,0 42,0 18,1 16,1 25,0
Pl. Inteira 154,0 185,2 56,8 32,6 26,6 10,4 175,4
M 110,2 182,2 76,4 36,3 22,3 13,2 100,2

7 : 181,2 214,4 57,4 44,6 90,4 5,4 207,1
Idem + CO, 51,3 27,2 37,5 19,4 86,8 10,2 43,7
M 116,2 123,0 47,4 32,0 88,6 7,7 1254
9,6 15,4 1,0 1,0 1,4 2,5 1,0
Raiz 19,6 8,1 16,7 2,5 8,0 2,6 0,4
M 14,6 11,7 8,8 1,7 L,7 2,5 0,7
40,7 9,3 14,8 2,7 2,8 2,7 2,6

Raiz + [0, 24,72 8,1 22,4 3,8 3,4 3,7 3,6
M 32,4 8,7 18,6 3,1 3,1 3,2 3,1




.68.
QUADRQ 12. Atividade da nitrogenase em rafzes de cana-de-aglcar incubadas

soh atmosfera de acetilenco, avaliada colorimetricamente.

reagaoc %
Tratamento it
forte fraca sem reagao
minicamaras
S - - 100 %
s/ raiz
minicamaras
- 17,7 : 35,5 46,8
c/raizes }

QUADRO 13. Efeito da adigcao de meio de cultura com glicose e sem nitroge- -
nio, em raizes de toletes de cana-de-aglcar, recem germinadas,

na atividade da nitrogenase, avaliada colorimetricamente pelo

etileno evoluido.

Tratamento n® total raizes n® raizes c/ .
testadas ativid. nase °

Raiz lavada 85 7 . 10,7

Raiz lavada + meio de

cultura, s/agar, s/N. 66 2 3,0




QUADRQ 14. Efeito de substancia energetica adicionada

.68.

em raizes de taole-

tes inoculados de cana-de-agUcar, 27 dias apds a germinagao ,

na atividade da nitrogenase, avaliada por teste colorimétrico

qualitativo pelo etileno evoluido.

Tratamentos

Raizes lavadas

R.lavada +
glicose 1%

n® total

raizes testadas

85

88

Reagao Positiva

% em relagac ao
i
peso total raizes

42,5

29,5

QUADRO 15. Efeito de substancias energeticas adicionadas

a raizes de ca-

na-de-aglcar coletadas no campo, na atividade da nitrogenase ,

avaliada qualitativa e colorimetricamente apos incubagao em

acetileno.

Tratamentos

Raiz lavada (T)
- T + glicase
T + sacarose

T + malato

n® total raizes
testadas

26
30
27
30

de reagao

positiva

7,6
50,0
22,2
53,3

)

% em Ul ao pe
so total das
ralzes

6,8
53,3
70,3
70,3




l70l

200 ‘0 F serdwts J038700 3STTBEUP ‘Ng { oeaped oJaj
%76 = Ng¢ ojuswroanbTIul
€00 €pad f1170 avd 200 Cod fpg o énd
Lv‘s €8°¢  wv0‘0 60 ‘0 ELCL 4LV ER°L z1eda Ztea ep ep
-ejdaes esage‘d
- - - v9E0 956z 0Z°L €Lz esxse‘d
ey gL oy 69081 69°06L  00‘8S 850 oo‘olL ofos
, ‘ . , ' . . . . 8S00TT3 +
08 ‘€L 8L gl Lo 9/%°0 LBSL ZL°L 9E7L B oirequr BIURTY
- - 2000 L9E°0 99‘9z Ze‘L z0‘z esaserd
160 EG L EL‘B €LgL 00‘2zs  2Z9‘0C  00°‘0L ofos
LS ¢ AN ge¢a0‘o LBE D geE ‘21 L6°0 ge‘lL ZTed PJITS8IUT ejueTd
- , - 200°0 £9E0 €L€z  GZ°L €87 eaxse‘d
(31) ztea OPeXTs 00/0Ng ;9 (8w} (8)
%Ng ¢ Sxq ©%/g Ngp ©9/gNgy @ %N
8/0pexTs N 12303 N M, 08580x3 05530X3] 0 o 12303 N osad

‘ouoqJed ap OPTXOTP 8P 1033 0378 3 OFU3BTX0 BP J083 OXIRQ W03 BJIew

BO W8 sedoy pz SOPeqnouT ‘opequnitad BwsisTs Wwe ‘aeande-sp-eurd ap .SBUTTPBas, Wwe 0TU23013TU ap OBYEXT4 9| QYAYNd



171I

Z00°0 7 sardwys 1038702 asfreus ‘oeaped oxa3

%58 “Ng ¢ o3uswTosnbTauy

20070 %og d g0 v d fogfo g d fzgto &N d

9z L zo‘ol 6%0°0 gLv‘0
- - - €9€°0
- - zog‘o 6SE‘0
- - - LLECD
E0‘Y 85 G200 Z6e‘0
- - - LLED
g6 ‘v . 8y Ll GEO‘0 20 ‘0
- - - (9E‘0
- - - L9E°O
. - - LLE‘D
(3r1) ziea {3r)) 0ss80Xa we - .
8/0pexts N OpexT+ N 00/5 Ng (9 /o Ng¢?

BE 4L
z0'ee
vz sl
B6°S¢C

£8°6l
08°9¢Z
VA REA
¥9°89

85 ‘2Z
ve‘ee

(Bw)
12303 N

8zl
AN
€9°)
8LV
LE"L
ze’l
LZ L
851l

BEL
gl
By L
v L
Syl
g€0’e
LS ‘e
0% ‘v
ELe
€SI

(8)
osad

zTed

eagged
zTea
mmhmm.a
zTea
eagge*d
zied
esgge'd
zTeda

mmpwm.a

zTed
ep = eppejdss eada
»mm.a /9 ‘g wepl

(@ °N,
epeqnout 14

Y wapl

(V) SNgq
epeqnauT 14

PYUNWS31583° Td

(ea3sowe/sapdriadas senp sp seTpsw) Jo2E © 482 aP eInNjeiadwa) wa ‘03[P OUCQILT 8P OPIXOTP @ OXTeq OTuad

opequaniaad

ewals|g

012e1U | BWASIS

-TX0 B8P 0PSUd} WOD BILWEO W8 SBJIOY pZ Sepeqnouf ‘Jeonde-sp-eued sp ,sBUTTPess, we ofusBod3tu 8p oedexTd /| Qyavnd



L 72.

00/, 50 F > 9 Ng, oeaped oaazy

%68 = szﬁ Jquawtasnbtaug
£0°0 %00 d f1ev0 ay d fgoo Y0 d f557g O d

820 25°0 ov‘9 L9°LL  60°Bl L0‘L B8} ZI®Y . ox ep epesdes o
- - - 69°S Z6°LE EE‘L  0Op‘z eegsecd eYTO4 /9 ‘G WAPI F G
| | , a3

€10 SZ°0 982 £0°8 0g£‘0Z g0‘L 88°L z1ea (@ “Ngt §

epeqnouT Id §

- - - 096 0L“LE ov‘L s9‘z eaage-d &

20’0 ‘ ‘ ¢ ‘ ‘ ‘ z1ed

LLeo £5°0 VLS 0 ‘8v S0°L  09‘% T (v) wapr

; - - 86‘v By ‘2 0E‘lL gL°L eaage-d =

‘ ot

LL‘0 €8°0 z9‘e €89 09 ‘0% S0 w¥‘S Z7ed (v) “Ng it

epegnouTt*

ZL 0 bZ*0 gzz BE‘Q 0y 52 (Z‘L 00°‘Cz eaige‘d PEANIVT’ld o
- - - LZS 0¥ ‘ge ‘g8‘C 00‘c z1eJ 5

[ d

- - - bL‘3 0s°02 geE‘L  0G°‘lL eaase-d eyUNWa3sa3 ' 1d 2

ot

o

ﬁm_.: Nﬂmrﬂ mmnu OO\O Zm.n© HMEu o HWU
B/0PeXTs Ng, OpexTs N osseoxg /o Net® IP201 N aN osad SOFUSURASIL

: * (ex3sowe/s80571%
Bdaa senp sp SeTP3W) J,2€ © 9Z 8P eanjeJadws) Ws 0OUOGIRO 8P OPTXOTP 8P 1083 03T 8 OTU3ZIX0 8p Opsw

1087 WOD BJIPWED WS SRJIOY pZ 8IURINP SOPEQNOUT ‘Jeonde-sp-eued ap ,SBUTIPSas, ws OTusB0I3TU 3P oeYEXTJ ‘gl QYAYND



.73,

0o/, S0 F> 9 Ng oeaped 01J3
%9 = zmw n3uswWTIsNbTaIug
6270 av d f/170 %0 d fpseg On d

) ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ zTed
(8°0 L8°C L8°le ¢8°3¢e 06°62 g8‘0 Ov‘E T () wapT
£0°C 08 C £L°02 L9381 DE‘LE BYL Eb°L eagse ajaed
Z
¢ . z ¢ s . m_ﬂ.u Zm.H
St°0 80°¢ LZ0L Zr sl omvm¢ 00°L GSS5°p z1ed /o eleweo i
6370 vE‘L , B8 LL 66“LL Ly 52 LEL ¥6°1L palse sjaed epeqnouTt ejuerd
- - 0 L2“s 0% ‘92 88‘0 00°‘€c zied
- - 0 LLg 002 BEL 0971 eaage sjaed EyunuBe3ssel ejueld
(8r) ztea ap (311 00/ Ne:9 (8w) . (3) ,
3/0pexT4 Ng ¢ OPEeXTd Ng, Ommmomm 00/4 Ng¢? 12303 N %N gsad sojuauwejeda]

* (ex3sowe/se0dT38dsa senp ap ETPaw) uomm P gZ 8P eanjegsadwsi WS ‘SPPERTNWIS STEwWJIOU 5809

Tpuoo  wod PJPWED W8 SPTP g 83URINP SOPEgNOUT ‘Jeonde-sp-eued 8p ,SBUTTPSSS, We OTugBoJ3Tu 8p 0e3eXT4 g QYQYND





