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1 INTRODUCAO

E bem conhecido o fato de serem comumente 4cidos os solos das regides tropi-
cais e subtropicais timidas, sendo que em muitas delas a presenga de altos teores
de aluminio trocavel, associados a valores de baixo pH, é uma constanle. No Brasil
este problema é particularmente importante, ltendo em vista a grande area de cer-
rado com problemas de toxicidade, para onde as fronteiras agricolas se espandiram
(OLMOS ¢ CAMARGO, 1976).

De acordo com dados publicados pela imprensa, o Brasil ¢ o segundo produtor
mundial de soja, tendo produzido 18 milh6es de toneladas deste grao em 1987
Segundo FREIRE (1976), as Areas de cultivo de soja no Brasil estao localizadas
principalmente em regides onde a acidez do solo e a toxicidade do aluminio podem
Himitar o crescimento das plantas. A corregao da acidez, pela aplicagao de célcio
na parte ardvel do solo, ndo corrige a acidez do subsolo, e a aplicagao de calcio no
subsolo ndo é economicammente praticavel.

Trabalhos sobre o comportamento de plantas de soja e de seu microorganisino
simbionte, Bradyrhizobiwm japonicum, tém sido realizados por muitos pesquisado-
res. FREIRE (1976) obleve 6tima nodulagao de plantas de soja que cresceram em
solos dcidos (pH 4.0-4.5} do Rio Grande do Sul, porém com adequado suprimento
de nutrientes e sem teores 16xicos de aluminio. MUNNS et al. (1981}, trabalhando
com plantas de soja em solugdo nutritiva, observaram que o crescitnento das plan-
tas nao foi afetado pelo pH baixo (4.5), mas foi diminuido por 30 e 65 pM de
aluminio. Os autores sugerem que a sensibilidade da planta ao aluminio, maior do

que a nodulagio, parece ter sido o fator limitanle do crescimento e da fixacao de



N;. Porém, ALVA et al. (1987), apés trabalharem com plantas de soja em solugao
nutritiva, concluiram que a nodulagio foi mais sensivel a acidez e ao aluminio do
que o crescimento da planta.

Segundo FOY (1976), a toxidez causada pelo aluminio é especialmente preju-
dicial nos subsolos dcidos, porque restringe a profundidade das raizes e sua rami-
ficagdo, o que causa um decréscimo na tolerancia a seca e no uso dos elementos
minerais do subsolo. Entretanto, poucas informagoes existem em relagao ao efeito
do aluminio sobre a fixagdo biolégica do nitrogénio em plantas de soja quando
este fon estd presente nos subsolos 4cidos. Tais informagoes podem ser importan-
tes, uma vez que os nédulos se concentram na regiao basal do sistema radicular
em Vigna (KHANNA-CHOPRA et al., 1984) e em soja (L. SODEK, comunicagéo
pessoal).

Assim, com o objetivo de avaliar indiretamente o efeito do aluminio sobre a
fixacao biolégica do nitrogénio em plantas de soja, simulando calagem superficial
de solos 4cidos, este trabalho foi conduzido em duas etapas. A primeira foi desen-
volvida com o objetivo de analisar ¢ efeito direto do aluminio sobre a capacidade
da planta em fixar o nitrogénio. A segunda foi designada para mostrar o efeito
do aluminio presente somente na parte apical do sistema radicular. Em ambos os
casos, o aluminio foi adicionado antes do inicio da nodulagao, para verificar seu
efeito sobre o processo e também apds a nodulagao plena, para verificar o efeito

sobre a atividade do nédulo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O ALUMINIO NO SOLO

A presenca de altas concentragdes de aluminio solivel no solo pode ser con-
siderada como um dos principais fatores limitantes do desenvolvimento vegetal.
GOODLAND (1971) cita o aluminio como sendo o terceiro elemento mais abun-
dante na litosfera, ficando atras somente do oxigénio e do silicio. Segundo o autor,
nos solos de cerrado predominam as argilas caulinita e gibsita, as quais apresentam
altos teores de aluminio.

A toxidez do aluminio é particularmente severa em solos com pH abaixo de
5.0 mas o elemento pode ocorrer em concentragoes téxicas em pH ao redor de 5.5
(FOY, 1976).

A aplicagao de calcdreo no solo, com o objetivo de elevar o pH a niveis supe-
riores e deste modo insolubilizar o aluminio, é uma pratica recomendada, porém
limitada por fatores de ordem mecanica e econémica. A auséncia de uvm sistema
radicular profundo, causada pela presenca de aluminio nos horizontes subsuperfici-
ais, abaixo de 15-20 c¢m da superficie do solo {camada ardvel), torna-se respéiisivel
pela maior susceptibilidade & deficiéncia de adgua, tanto mais grave nos erraticos
periodos de estiagem, durante o ciclo vegetativo das plantas cultivadas (OLMOS e
CAMARGO, 1976) e pela menor capacidade da planta de utilizar os nutrientes do
solo (FOY, 1974). As interacbes do aluminio com elementos essenciais & planta,
sao frequentemente mencionados na literatura. SANTANA e BRAGA (1977) ob-

servaram que as concentragoes de P, Ca e Mg na parte aérea de plantas de arroz,



diminufa com o aumento da concentragao de aluminio no solo. JAMES et al.
(1978) concluiram que a deficiéncia de fosforo, induzida pelo aluminio, reduzia o-
crescimento de abeto vermelho na Escécia, devido a correlagao negativa que ocor-
ria eutre o crescinento das raizes (enrolamento das raizes causado pelo alurninio)
e a concentragao de aluminio nas folhas. HELYAR (1978) observou que os efeitos
de toxicidade do alnminio foram grandemente associados com a inl,erfcrénci.a deste
elemento no metabolismo de fésforo e com a ligagdo do aluminio as pectinas da
parede celular das raizes, o que provocava a parada de alongamento. ALAM e
ADAMS (1980) éncontraramn que o aluminio induzia deficiéncia de ferro em aveia
e propuseram que o aluminio interferia com a redugio do Fe*® a Fe*? dentro da
planta, um processo essencial para o metabolismo normal do ferro. As interagoes
do aluminio com o cdlcio foram relatadas em plantulas de péssego, onde a toxici-
dade do aluminio reduz a absorgio de cdlcio, mas ndo seu transporte (EDWARDS
e HOSTON, 1977). AWAD et al. {(1976) e SIMPSON et al. (1977) atribuiram o
pequeno crescimento de plantas de alfafa e gramineas a interacao aluminio/célcio.
BRUCE et al. (1988) encontraram que a deficiéncia de célcio no solo foi a primeira
limitacdo do crescimento de raizes de plantas de soja, apesar da alta saturagao de
aluminio ¢ do baixo pt dos solos onde o experimento foi realizado. Eles sugerem
que a toxidez do aluminio poderia estar induzindo, através do aumento da forga
idnica da solucio destes solos, a deficiéncia de cédlcio. KRIZEK ¢ FOY {1988)
relatam que o estresse de aluminio provocou uma diminui¢ao nas concentragoes
de P, Ca e Mg e um aumento nas concentragoes de Zn, 5r e Ba na parte aérea
de dois cultivares de cevada, um lolerante ¢ outro sensivel ao aluminio, crescendo
em subsolo dcido. NOBLE ¢ SUMNER (1988} obtiveramn uma relagao altamente
significativa entre os niveis de cdicio na parie aérea e nas raizes de dois cultivares
de soja. O aumento da concentracdo de aluminio na solugao nutritiva diminiuiu
significativamnenie as concentragdes de Ca, bem como as concentracoes de Mg, I’

e Mn na parte aérea das plantas de todos os tratamentos. Deste modo, observa-se



que o aluminio, indiretamente acarreta severos danos ao desenvolvimento normal

do vegetal.

2.2 EFEITOS DO ALUMINIO NA PLANTA

s sintomas de toxicidude do aluminio nao sao sempre facilmente identificados
(FOY et al., 1978). FEm muitas plantas, os sintomas foliares lembram aqueles de
deficiéncia de fosforo (folhas atrofiadas, verde escuro, pequenas e com maturidade
tardia; caules, folhas e nervuras foliares de cor plrpura e extremidades foliares
mortas ou amarelecidas). Entretanto, para outras, eles aparecem como uma de-
ficiéncia de calcio ou deficiéncia no transporte de cilcio (folhas jovens enroladas
ou com os bordos ondulados e colapso dos pontos de cresciinento). As pontas
das raizes e raizes laterais ficam engrossadas e tornam-se amarronzadas. O sis-
tema radicular, como um todo, toma uma aparéncia coraliforme. Tais raizes sao
ineficientes na absorqao de nutrientes e agua. Assim, plantas crescendo em solos
cujas camadas de subsolo sao fortemente acidas, sempre sofrem mais o problema
da seca, agravadas pelo aluminio. O aluminio também pode reduzir o uso da
4gua, mesmo quando a zona da raiz estd dmida. Plantas de algodao, afetadas pela
toxicidade de aluminio, algumas vezes murcham quando cultivadas em solucao
nutritiva, especialinente em presenga de altas temperaturas (FOY, 1983). Em ge-
ral, plantas jovens sao mais sensiveis & toxicidade do aluminio do que as plantas
mais velhas (THAWORUWONG e VAN DIEST, 1974). SARTAIN e KAMPRATH
(1977), analisando a presenca de nutrienies em plantas de soja submetidas a dife-
rentes concentracoes de aluminio, encontraram que a concentragao de fésforo na
parte aérea nao foi afetada pela alta concentragao de aluminio, enquanto que, nas
rajzes, a concentragao de {ésforo foi tanto mais alta quanto maior a concentragao
de aluminio. Os nédulos tinham maior concentragao de fosloro, do que as outras

partes da planta. A parte aérea possufa as concentragoes mais altas de cdlcio



enquanto que os nédulos, as mais baixas. O aluminio nio afelou a concentragao
de magnésio na parte aérea e nas raizes primarias. A medida que se aumentou a
concentragao de aluminio, a concentracao de magnésio nos ndédulos diminuin. Os
aulores concluem que as respostas de crescimento de plantas de soja & redugao de
saturacio de aluminio parece ser devido aos efeitos do pH e/ou ao suprimento de
calcio, elemento necessdrio para a iniciagdo dos nédulos.

Para as plantas, em geral, o excesso de aluminio interfere com a divisao celular
nas pontas das raizes e rafzes laterais, aumenta a rigidez da parede celular por
ligar-se com as pectinas, reduz a replicagdo do DNA por aumentar a rigidez da
dupla hélice, fixa o {ésforo em formas menos disponiveis no solo e na superficie das
rajzes das plantas, diminui a respiragao radicular, interfere com enzirnas da fosfo-
rilagiao dos aciicares e da deposigao de polissacarideos na parede celular e interfere
com a absorcdo, transporte e uso de clementos essenciais tais como Ca, Mg, K,
P, e Fe {(FOY, 1974, 1983; FOY e FLEMING, 1978). SANTORO et al. (1984},
trabalhando com plantulas de milho em solugdo nutritiva contendo diferentes con-
centracoes de aluminio, observaram baixo contetido de nitralo e uma queda de
atividade da redutase de nitrato nas folhas. Os autores sugerem gue existiria um
ofeito do aluminio sobre as membranas celulares causando uma inibicao do sistema
de absarcio de nitralo e consequentemente baixa atividade da enzima. Além disso
o aluminio induziria o actmulo de N reduzido dentro das folhas o que poderia ser
o resultado de uma combinagao de efeitos: diminuigdo da sintese e aumento da
degradacio de proteinas, devido ao desequilibrio do metabolismo de nitrogénio nas
células da folha. fons metdlicos, lais como o aluminio, formam fortes complexos
com acidos nucléicos. MATSUMOTO et al. (1979) encontraram o aluminio ligado
ao fosforo do DNA. ULMER (1979, apud FOY, 1983) observou que em cultivares
de trigo sensiveis, o aluminio causou inibigao do crescimento das raizes e inibigao
da sintese de DNA. McLEAN (1979, apud FOY, 1983) observou que o aluminio

causou uma distribuicao anormal de ribossomas sobre o reticulo endoplasmitico



das células de raiz de cevada e sugere a interferéncia do aluminio com a sintese de
proleinas.

Muitos efeitos do aluminio na planta estdo provavelmente associados com a
alteracao da estrutura o fungao das membranas das rafzes. As membranas celula-
res dos vegetais segundo o modelo mosaico fluido, sao visualizadas como arranjos
semifluidos de lipidcos e proteinas, os quais podem ser afetados pelo aluminio. VI-
ERSTRA e HANG (1978) relatam que o aluminio diminuiu a fluidez lipidica nas
membranas celulares de Thermoplasma actdophilium. Uma solu¢ao de 270 ppm de
aluminio produziu mudangas drasticas, mas os efeitos foram também detectaveis
com somente 0.27 ppm de aluminio em pH 4.0. GOMES-LEPE et al. (1979)
relatam que o aluminio ligou-se as proleinas da membrana celular no interior das
células epidérmicas de cebola. CAMPBELL et al. (1989} concluiram que niveis
16xicos de aluminio podem causar severa reducgao na producao de alfafa {Medicago
satfva L.). Nio houve diferencas estatisticamente significativas entre as plantas
tratadas em solos com diferentes concentragdes de aluminio e as plantas estuda-
das em solugio nutritiva. Em ambos os tratamentos, altas concentragoes do ion

reduziram o vigor e a produgao das plantas.

2.3 TOLERANCIA DIFERENCIAL AO ALUMINIO

Muitos trabathos 1éin mostrado que espécies de plantas e variedades dentro de
espécies diferem grandemente na tolerancia a0 excesso de aluminio no meio de
crescimento. O mecanismo fisiolégico exato de tolerdncia ao aluminio, contudo,
é controvertido. Ele pode ser controlado por diferentes genes, através de diferen-
tes caminhos bioquimicos, em diferentes plantas. EPSTEIN (1969) descreve que
um elemento presente em excesso pode interferir com o metabolisino vegetal via
competicio por absorgio, inativagao de enzimas, deslocamento ou substituigao de

elementos dos seus sitios funcionais.



Obviamente, plantas tolerantes ao aluminio podem ou previnir a absorgao de
excesso de aluminio, ou desintoxicar o aluminio apds ele ter sido absorvido. Se-
gundo FOY (1983}, plantas tolerantes ao aluminio podem ser divididas em trés
grupos, quanto ao teor de aluminio que acumulam na parte adérea. No primeiro
grupo, estio incluidas as plantas tolerantes que nao diferem das sensiveis quanto a
conceniragao de aluninio na parte aérea, mas as raizes destas plantas contém me-
nos aluminio. Sao consideradas como pertencentes a esse grupo varios cultivares
de trigo, cevada, soja, {eijao-vagem e ervilha. Tem sido sugerido um mecanismo de
exclusio do Al*? para este tipo de tolerdncia. O segundo grupo inclui plantas onde

[*3 na parte aérea

a tolerancia ao aluminio estd associada com baixos niveis de A
e/ou bloqueio de excesso de aluminio nas rafzes. Cullivares de arroz, alfafa, milho,
centeio € batata sao considerados exemplos deste grupo. Plantas cuja tolerancia
ao aluminio estd diretamente associada com o aciimulo de aluminio na parte aérea
e assim tais plantas tém alta tolerdncia interna ao aluminio, constituem o terceiro
grupo. Exemplo de plantas acumuladoras de Al*® sao o salgueiro, o pinheiro,
bétula e o chd.

MUZILLI et al. (1978) procuraram identificar, em condigdes de campo, os
valores-limite da “porcentagem de saturagio em aluminio” dos solos, para dez
cultivares de soja, visando quantificar a tolerancia dos cultivares & acidez. Eles
constataram uma reacio varidvel a calagem, existindo cullivares mais sensiveis
3 acidez, e consequentemenle mais exigentes em calcario, até cullivares que nao
apresentaram reagao significativa a calagem. A identificacao de graus de tolerancia
3 acidez, obtida pela produgdo de grios, evidenciou cultivares muito sensiveis
limite de saturagao de Al'*® < 10%] até tolerantes [limite de saluragao de Al-+3 =
21 a 25%]. O cultivar Santa Rosa, foi caracterizado como medianamente tolerante,
suportando de 16 a 20% de saturagio de aluminio na camada ardvel do solo.

A lolerancia ao aluminio, tem sido associada com mudangas do pH na zona

da raiz (FOY e FLEMING, 1978; FOY et al., 1978; WAGATSUMA ¢ YAMA-



1985), blequeio do aluminio em sitios nao metabélicos dentro da planta (SIEGEL
e HAUG, 1983; LARKIN, 1987), eficiéncia do uso do fésforo (CLARKSON, 1966;
ANDREW e VANDEN BERG, 1973; CAMBRAIA e¢ CALBO, 1980), eficiéncia
na absorgao e transporte de calcio e magnésio (CALBO,1978), tolerancia ou pre-
feréncia ao NO3 ou NH] (RAVEN e SMITH, 1976; MARCUS-WYNER e RAINS,
1982; TOLLEY-HENRY e RAPER Jr., 1986) e contetido de 4cidos orgénicos (LEE
e FOY, 1986; SUH AYDA e HAUG, 19886).

Um resumo sobre os mecanismos de tolerdncia a toxidez de aluminio em plan-

tas ¢ apresentado por CAMBRAIA (1989).

2.4 EFEITOS DO ALUMINIO SOBRE A FIXACAO
BIOLOGICA DO NITROGENIO

Diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de verificar o compor-
tamento de diferentes espécies dependentes da fixacao bioldgica do dinitrogénio,
quando tratadas com aluminio. Os resultados tém sido, muitas vezes, contra-
ditérios. SILVA (1981), trabalhando com Stylosanthes gutanensts, uma forrageira
que ocorre predominantemente no Brasil Central e Nordeste, observou uma queda
de 40% no crescimento da parte aérea da planta, metade do teor de N-total e
redugdo de 1/5 da fixacdo de nitrogénio nas plantas tratadas com 9 e 12 ppm
de aluminio, em solugao nutritiva. OGATA et al. (1986) obtiveram resultados
diversificados ao trabalharem com quatro leguminosas forrageiras tropicais ¢ uma
de regido temperada. Eles consideraram que a concentragao critica de aluminio
que afetava a fixacdo de N, foi de cerca de 20 ppm em algumas leguminosas de
pastagem tropical, exceto para Macroptilium atropurpureum, na qual 100 ppm de
aluminio na solugao nutritiva nao teve nenhum efeito adverso. Os autores sugerem
que o efeito de toxicidade do aluminio na planta afeta mais a fixacdo de N, através

de sua agao nos ndédulos, do que o crescimento da prépria planta.



MUNNS et al. (1981}, trabalhando com cultivares de soja em solos écidos
contendo diferentes concentragoes de aluminio, encontraram evidéncias de que
a acidez do solo pode diminuir o crescimento das plantas de soja supridas com
nitrogénio mineral ou dependentes da fixacao de Ny, porque a lirnitacdo efetiva do
crescimento e da fixacio de nitrogénio é a susceptibilidade da planta & toxicidade
do aluminio. De acordo com os autores, o crescimento pobre das plantas de soja em
solos com baixo pH nao foi devido & deficiéncia de nitrogénio, como sugerem alguns
trabalhos (ALBRECHT e DAVIS, 1929; FRED et al., 1938), nem ao fracasso da
nodulacio (MENGEL e KAMPRATH, 1978), mas pode ser atribuido simplesmente
3 sensibilidade da. planta ao aluminio. Entretanto, ALVA et al. (1987) estudando
os fatores de infertifidade dos solos dcidos sobre o crescimento e nodulagao de
plantas de soja, encontraram que 5 a 9 uM de aluminio foram concentragoes
criticas para o crescimento da raiz ¢ parte aérea das plantas estudadas, enquanto
gue 0.4 uM de aluminio j& afetava muito o nimero e peso da matéria seca dos
nédulos. Os autores concluem que a nodulagao foi muito mais sensivel do que fot
o crescimento da planta inteira, a toxicidade do aluminio. Conclusoes semelhantes
foram também relatadas por CARVALHO et al. (1982) e MURPHY et al. (1984).

A acao do aluminio sobre a fixagao biolégica do nitrogénio lem sido também
correlacionada com seu efeito sobre o microorganismo simbionte. FREIRE {1976),
estudando o comportamento de plantas de soja e do Bradyrhizobtum japontcum,
observou que o pH baixo do solo, isoladamente, nao prejudicou a nodulagao nem
o rendimento das plantas. Porém, estas plantas tiveram 6tima nodulacao em
solos 4cidos quando supridas de nutrientes e sem teores toxicos de aluminio e/ou
manganés. Segundo o autor, teores téxicos destes elementos em CONjugagac com
a deficiéncia de fosforo e de calcio sdo altamentle prejudiciais para a formagao
e/ou funcionamento dos nédulos. KEYSER ¢ MUNNS (1979a) encontraram que
a toxicidade do aluminio e a acidez do solo foram mais importantes do que a

toxicidade do manganés e a deficiéncia de célcio na limitagao do crescimento do
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Rhyzobtum sp. de caupi e Bradyrhizobium japonicum de soja. As concentragoes
de aluminio de 0.68 e 1.35 ppm produziram um estresse mais severo do que alla
concentragio de manganés (10.8 ppm), ou a baixa concentragao de calcio (2 ppm).
Além disso, a adicio de 0.2 a 40 ppim de ¢dlcio ndo protegeu as linhagens estudadas
da toxicidade do aluminio.

Em outro estudo, KEYSER e MUNNS (1979b} relatam que 1.35 ppm de
aluminio foi mais prejudicial ao Bradyrhizobium japonicum do que foi o baixo
pH (4.5) ou a baixa concentragao de fésforo (0.3 ppm). Assim, pode-se observar
que o aluminio causa prejuizo a fixagdo biolégica do nitrogénio tanto por aletar
a absor¢ao e transporie de elementos essenciais na planta inteira, como por afe-
tar o crescimento do ticroorganismo e/ou sua infecgao. Segundo FOY (1983), o
processo simbiético de fixagao de nitrogénio é aparentemente menos sensivel ao
aluminio do que é o processo de formagao dos nédulos.

SARTAIN e KAMPRATH (1975) avaliaram o efeito da calagem em solos com
ajta concentracio de aluminio sobre o crescimento da raiz, da parte aérea e da
nodulacio de plantas de soja e constataram que a calagem promoveu a formagao
de um grande namero de raizes laterais e que a nodulagao foi bem significativa. O
aumento do nimero de nédulos foi altamente correlacionado com o conteddo de
célcio das rajzes primdrias. Segundo os autores, o contetido de {ésforo, maijor apés
a calagent, também mnftuenciou no aumento do nimero de nédulos. MENGEL e
KAMPRATH {1978) observaram que o crescimento da parte aérea de plantas de
soja, cultivadas cm oito diferentes tipos de solo organico na Carolina do Norte, foi
significativamente relacionado ao pll do solo entre 4.0 e 5.0. Com o aumento do
pH, o niimero e peso da matéria seca dos nédulos e o conteido de nitrogénio total
das plantas aumentava marcadamente. O pH critico para o crescimento da parie
aérea, raizes e nddulos ficou enire 4.6 e 4.8. A resposta de crescimento obtida
através da calagem foi atribuida & diminuicao do contedde de aluminio trocavel

e solivel em agua, ao aumento da conceniragao de cdlcio solivel em dgua e a
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condic¢io favordvel do pH para o crescimento do Bradyrhizobtum japontcum.

2.5 AVALIACAO DA FIXACAO BIOLOGICA DO NI-
TROGLENIO

A diminuicdo da nodulagao e atividade dos nédulos em leguminosas por um
ambiente estressante pode induzir a deficiéncia de nitrogénio e limitar o cresci-
mento da planta. Por outro lado, a diminuigao do crescimento da planta por um
ambientle estressante pode limitar a nodulacao e fixacao de nitrogénio. Segundo
MUNNS et al. (1981), as investigacOes tém sido feitas quase sempre ignorando
a distincdo entre estas duas afirtnativas. O autor ressalta a necessidade de se
fazer pelo menos uma distingao simples entre elas. Em ambos os casos, existira
menor crescimento do vegetal, menor nodulagao, pouca produgao de nitrogénio
e diminuigao da fixacao de N;. Porém, se a baixa fixagao de Ny é limitante do
crescimento, existird também evidéncias de deficiéncia de nitrogénio, como por
exemplo, folhas amareladas ¢ uma resposta positiva de deficiéncia de nitrogenio.
Plantas controle, adubadas com nitrogénio mineral, serao menos afetadas do que
plantas simbidticas se o estresse, primariamente, impedir a fixagao.

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar o efeito de fato-
res ambientais estressantes em leguminosas. A metodologia utilizada é variada,
porém o uso de plantas cultivadas em solugao nutritiva tem sido uma constante.
IMSANDE e RALSTON (1981) descrevem um meio de crescimento em solug¢ao nu-
tritiva bem tamponada para suportar o crescimnento de plantas de soja. De acordo
com os autores, este método ndo impediu a nodulagdo e tornou mais répido e
pratico o ensaio de redugao de acetileno, para medir a fixagao biolégica do ni-
trogénio. Através deste método os autores puderam, mais tarde, avaliar o efeito
do nitrato sobre a-flixacao de N, onde o nitrato restringiv o desenvolvimento dos

nédulos, mas nao inibiu apreciavelmente a atividade ou sintese da nitrogenase nos
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nédulos j& formados (RALSTON e IMSANDE, 1983). IMSANDE (1988}, em tra-
balho realizado em solugao nutritiva, sugere que a demanda de nitrogénio e a taxa
{otossintética, e nio a floragao, sao os maiores fatores na determinagao do inicio
da nodulagio e da répida fixagio de N; duranle a fase reprodutliva em soja.

Os trabalhos sobre o efeito do aluminio na fixa¢do bioldgica de nitrogénio mos-
tram que a presenca deste elemento no solo reduz o pH, diminui a disponibilidade
de Ca, Mg, P e Mo no solo, o que pode limitar a nodulagdo e o funcionamento dos
nédulos (MUNNS et al., 1981; FRANCO E MUNNS, 1982; ALVA et al., 19806a;
SUTHIPRADIT e ALVA, 1986; ALVA et al., 1987).

A avaliacdo da fixacio biolégica do nitrogénio tem sido realizada usando-se
parmetros tais como ndmero ¢ peso da matéria seca dos nodulos, crescimento
da planta inteira e produgdo de graos, geralmente acompanhados de analise do
contetdo total de nitrogénio, presenca de compostos nitrogenados na seiva do xi-
lema ou reducao de acetileno (STREETER, 1972; PATE, 1973; MATSUMOTO et
al, 1976; 1977a; 1977b; 1977¢c; STREETER, 1979; PATE, 1980; PATE et al., 1980).
Uma anilise dos compostos nitrogenados, transportados pela corrente transpi-
ratéria em algumas leguminosas, tem sido muito atil para avaliar a fixagao de ni-
trogénio, uma vez que a natureza desles compostos estd esireitamente relacionado
com a atividade da nitrogenase. Assim, um exame do conjunto de solutos nitro-
genados de plantas de soja (Glycine max [L.| Merril) e caupi ( Vigna unguteulata
|L.] Walp.) revelam que os ureideos, alantoina e dcido alantdico, sao os produtos
especificos da fixagho biolégica do nitrogénio (OHYAMA e KAMAZAWA, 1979),
responsaveis pelo transporte de aproximadamente 80% do nitrogeénio fixado nos

nodulos, em plantas totalmente simbidlicas. Por outro lado, os ureideos estao
presentes somente em pequenas quantidades em plantas nao noduladas e depen-
dentes de nitrogénio mineral (MATSUMOTOC et al., 1976; HERRIDGE et al.,
1978:). quando o aminoécido asparagina (ASN), lorna-se o composto nitrogenado

predominante (PATE et al., 1977).listas observagoes sugerem que a abundancia
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de ureideos, pode refletir a dependéncia simbidlica da planta ¢ proporcionar um
ensaio quantitativo da fixagao bioldgica do nitrogénio “in situ” (McCLURE et al.,

1980; HERRIDGE, 1982).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CUL-
TIVO

Neste estudo, foram utilizadas sementes de soja {Glycine maz (L.) Mernl, ev.
Santa Rosa), cedidas pelo JAC (Insiituio Agrondmico de Campinas, SP). e re-
produzidas em canteiro experimental no Departamento de Fisiologia Vegetal da
UNICAMP.

No inicio de cada experimento, as sementes foram previamente selecionadas,
quanto a uniformidade, lavadas em dgua destilada e colocadas para germinar em
vasos pldsticos de 3 litros de capacidade, contendo vermiculita como substrato.

Apbs a germinacéo, as plantas de soja foram cultivadas em casa de vegetagao,
em condigdes naturais de radiagao luminosa e lemperatura.

Quando a parte aérea das plantulas atingia o estddio de desenvolvimento cor-
respondente a abertura total de cotilédones, {estiddio denominado Vo, Tabela 1),
estas foram retiradas do substralo, as raizes lavadas e selecionadas quanto a uni-
formidade de tamanho. Postleriormente as plantas loram transferidas para os tra-

tamentos.
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Tabela 1 - Descricio dos estddios do desenvolvimento de plantas de
soja (Glycine maz (L.) Merril), citadas neste estudo, segundo FEIR et
al., (1971).

Estddios Descrigao

Vo..-.. cotilédones abertos

Vi.o.... folha priméria “aberta”

| 2N 12 folha trifoliclada “aberta”

Va..... 23 folha trifoliolada “aberta”

Ry..... uma flor aberta

By..... vagem de 2cm num dos 4 nés mais altos
com folha “aberta”

Rs..... inicio do desenvolvimento das sementes

3.2 SOLUCOES NUTRITIVAS

A composigio das solugoes nutritivas usadas como suprimentos nutricionais das

plantas foi:

a) Solugao nutritiva sem nitrogénio

Macronutrientes {concentraco final)

KH2P04 . 0, 2mM
KzSO4 0,47_13M
MQSO4.7H20 0, 4mM
CaS04.2H,0 0,4mM
Micronutrientes  {concentrago final)
H3BO, 5,72ug/l
MnCl; AH,0 3,62ug/l
ZnS0, THy,0O 0,44ug/!
CuS0,4.5H,0 0,16ug/1
H;Mo0, 0,04ug/1
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Fe— EDTA (concentragio final)
FeS0,7H,0 5,0mg/l
EDTA.Nay 6.6mg/l

b) Solugdo nutritiva sem nitrogénio e baixa concentracao de fésforo

Macronutrientes  (concentracio final)

KH2P04 0,0SmM
K850, 0,4mM
MgS04.TH,0 1,0mM
CaS04.2H,0 1.0mM

Foram mantidas as mesmas concentragoes de micronutrientes, inclusive Fe-
EDTA, da solucio nutritiva sem nitrogénio (item 3.2a).

Até a nodulagao das plantas em cada tratamento, as solugbes nutritivas rece-

biam também:

- 5 m}/l de solugio nutritiva completa de HOAGLAND E ARNON (1950),

para fornecer 75 uM de NOjy.
— 1 ml/1 de uma solu¢zo contendo 201,7 mg /1 de CoCl; para fornecer 0,05 ppm

de cobalto.
c) Solugao de aluminio

Nos tratamentos com aluminio, a solugdo nutritiva sem nitrogénio e baixa con-
centragao de fésforo (item 3.2.b) continha 2, 5 ou 10 ppm de aluminio, adicionado

sob a forma de AIK{S04):.12H:0.
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d) Ajuste do pH

O pH da solugio nutritiva sem nitrogénio foi mantido entre 6.0 e 7.0 pela
adi¢io de KOH 0.1 M, enquanto que o pH das solu¢des nutritivas sem nitrogénio
e baixa concentragio de fésforo, com ou sem aluminio, foi mantide em 4.0 £ 0.1
pela adigdo de H,50, 0.1 N.

Durante toda a fase experimental o pH das solugdes nutritivas foi medido dia-

riamente e, sempre que necessario, ajustado aos valores iniciais.

3.3 INOCULACAO DAS PLANTAS

Para o cultivo em hidropénica, a inoculagao foi feita antes do inicio de cada
tratamento. As plintulas foram selecionadas e suas raizes lavadas (item 3.1.). A
seguir, as rafzes foram lentamente merguthadas em 50 ml de inéculo de Bradyrhi-
zobtum japonicum (estirpe SMS 463, fornecido pelo IAC) e em seguida preparadas
para o cultivo em hidroponica.

No cultivo em vermiculita/hidropénica (ver item 3.4b), as plantas foram ini-
cialmente transferidas para sacos plisticos pretos, contendo vermiculita, e a ino-
culagio feita quando as rafzes atingiram o fundo do saco, ou seja, a superficie
da gua do sistema hidropénico inferior. Quando isto ocorreu, foi espalhado so-
bre a vermiculita (que servia de substrato para cada planta), 2 ml de inéculo de
Bradyrhizobium japonicum (estirpe SMS 463, fornecido pelo IAC) e em seguida 5
ml de dgua destilada para ajudar na dispersao do inéculo. Logo apés, a dgua dos

vasos fol substituida pelas solugoes nutritivas de cada tratamento.
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3.4 SISTEMAS DE CULTIVO

Para avaliar o efeito direto e indirelo do aleminio sobre o desenvolvimento das

plantas de soja, foramn utilizados 2 sistemas de cultivo:
a - Cultivo em Hidrop&nica

(lom o objetivo de avaliar o efeito direto do aluminio sobre a fixagao bioldgica
do nilrogénio em plantas de soja, fot escolhida a {écnica de cullivo em solugao
nutritiva.

Inicialmente, cada plantula, apds ter sido selecionada e inoculada (itemn 3.1.
¢ 3.3}, teve o seu hipocotito enrolado com uma tira de esputna e colocada em
un anteparo de plastico contendo 2 aberturas, uma para a planta e outra para
entrada do tubo de acragio continua. Este anteparo [oi entao colocado sobre um
vaso plasiico de 3 litros de capacidade, contendo as respectivas solugoes nutritivas
(Figura 1). As solugoes nutritivas foram renovadas 3 vezes por semana e seus plis

ajustados diariamente.
b - Cultive em Venmiculita/Hidropdnica

I'ara avaliar o efeito indireto do aluminio, foi escolhida a técnica de cultivo
cin vermiculita/hidropdnica, uma vez que o cultivo das plantas em duas solugoes

nutritivas nfio era tecnicamente viavel,



- flustracdo do sistema de cultivo usado para analisara resposta

Figura 1
da planta ao efeito direto do aluminio.

a - lira de espuma  d - placa de isopor
b - vaso plastico e - tubo de aeracdo continua

¢ - solucio nutritiva
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Esta técnica, consiste em submeter o sistema radicular a dois tratamentos
diferentes ac mesmo tempo e, deste modo, simular a calagem superficial de solos
4cidos.

As plintulas foram selecionadas e transplantadas para sacos plasticos pretos
de 25 ¢m de comprimento e 10 ¢m de didmetro. Estes sacos foram inicialmente
preenchidos com pedra tipo brita n° 0 {5 c¢m), posteriormente com vermiculita
favada (20 cm) e perfurados na base para permiiir a passagem das raizes. Cada
saco plastico contendo 1 planta foi colocado dentro de um cilindro de PVC, aberto
em ambas as extremidades {para sustentagao) e pendurados sobre vaso pldstico de
4 litros de capacidade.

Os vasos plasticos foram mantidos com 4gua até o aparecimento das raizes,
quando as plantas foram inoculadas (item 3.3.) e reccberam as respectivas solugoes
nulntivas.

Sobre a vermiculita, a cada 2 dias loram colocados 50 inl de 4gua, até o inicio
dos tratamentos. Para evitar o desenvolvimento de microrganismos nas solugoes
contidas nos vasos, estes foram tampados com placas de isopor contendo uma
abertura maior, onde era encaixado o cilindro de PVC e outra menor, onde passava
o tubo de aeragdo continua (Figura 2).

Apos iniciados os tratamenlos, as solugoes foram renovadas 3 vezes por semana,
¢ o pH ajustado diariamente. Para evitar contaminagdo da solugdo do vaso inferior
pela solugao aplicada na parte superior do sistema, durante as trocas, foi utilizada

a scguinte técnica: -
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Figura 2 - llustraco do sistema de cultivo usado para analisar a resposta
da planta ao efeito indireto do aluminio.

a - saco plastico e - tubo de aeracio continua
b - cilindro de PVC  f - solucc3o nutritiva
¢ - vermiculita g - vaso plastico

d - placa de isopor h - pedra n? 0
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- sobre a vermiculita colocava-se 150 ml da solu¢ao nutritiva sem nitrogénio e
pH 6-7;

— apés 15 minutos retirava-se a solugao nutritiva, os vasos eram lavados e
preenchidos com dgua;

- ap6s 1 hora a dgua era substituida por solugdo nutritiva.

Deste modo, o excesso de solugao colocada na vermiculita percolava, passando
para a agua, Ao mesmo tempo, a parte apical das raizes de cada tratamento era

lavada, antes de receber a solucao nutritiva.

3.5 CONTROLE FITOSSANITARIO

O controle fitossanitirio das plantas de soja foi feito utilizando solucoes de DE-
CIS (0,3 ml/l) e HOSTATION (0,5 ml/l) em duas pulverizagies sucessivas, no

intervalo de trés dias, sempre que necessario.

3.6 EXPERIMENTO PRELIMINAR: EFEITO DE DIFE-
RENTES CONCENTRAGCOES DE ALUMINIO

3.6.1 CULTIVO DAS PLANTAS

Apés obten¢ao do matérial vegetal conforme item 3.1., {oram selecionadas 20
plantulas. Estas foram inoculadas (item 3.3.) e cada uma delas foi entao transfe-
rida para vasos plasticos, com capacidade de 3 litros, contendo solugao nutritiva.

Durante as duas primeiras semanas, todas as plantas foram mantidas em
solucao nutritiva desprovida de nitrogénio e pH 6-7.

Quando as plantas atingiram o estadio V,, época do inicio da nodulagao, fo-
ram testadas trés concentragoes de aluminio: 2, 5 e 10 ppm, adicionado a solugao
nutritiva sem uitrogénio e com baixa concentragao de fosforo. Grupos de 4 plan-

tas receberam cada um destes tratamentos. Quatro plantas foram mantidas com
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solucdo nutritiva sem nitrogénio e pH 6-7 e quatro receberam solugao nutritiva
sem nitrogénio, com baixa concentragio de fésforo e pll 4.0 mas, sem aluninio.

A escolha de duas formas de controle teve como objetivo avaliar o comporta-
mento das plantas sob condigoes ideais para a fixagao biologica de nitrogénio, com
bom suprimento de {ésforo, para o crescimento em hidroponia e pH entre 6.0 e 7.0

(IMSANDE e RALSTON, 1981), e sob condigoes de acidez do solo, porém sem

aluminio.

3.6.2 COLETA DO EXSUDATO DA SEIVA DO XILEMA

A coleta do exsudato foi leita 75 dias apds a semeadura, quando as plantas
atingiam o estddio K;. Os caules das plantas de cada tratamento foram seccio-
nados com um esiilele logo abaixo do ponto de inser¢ao das folhas cotiledonares,
tomando-se o cuidado de nao mascerar os tecidos durante o corte. O local cortado
foi lavado com dgua destilada e seco com papel de filtro. A seguir, o exsudato
do xilemna foi coletado através de tubos capilares com capacidade de 10 ui, de
acordo comn SAWAZAKI (19886), no periodo entre 11:00 e 13:00 horas. O material
coletado foi imediatamente transferido para frascos de vidro com capacidade de
10 ml e mantides a2 0"C, em banho de gelo. Apés a colela, os frascos contendo o

exsudado de cada planta foram armazenados & - 20°C, para anilises posteriores,

3.6.3 COLETA E ANALISE DO MATERIAL VEGETAL

Inicialmente, os nédulos foram destacados das raizes, contados e colocados em
placas de Petri. As raizes, a parte aérea (caule e peciolos) e folhas foram separadas
e colocadas em sacos de papel. Todos estes materiais foram levados para estufa
de circulacio forcada, a 80°C por 48 h, para oblencido do peso da maléria seca,

determinado em uma balanca MARTE Mod. A200.
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3.7 EXPERIMENTO 1. EFEITO DIRETO DO ALUMI-
NI1O

O material vegetal e os procedimentos de montagem seguiram a metodologia

descrita nos itens 3.1. e 3.4.a., logo apéds forain iniciados os seguintes tratamentos:

a) Controle pH 6-7 (solugdo nutritiva sem nitrogénio e pH 6-7)

b} Controle pH 4.0 (solugdo nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragao de

fésforo e pH 4.0)

¢) 10ppm de Al*? em V, (solugdo nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragio
de fosforo, pH 4.0 e 10 ppm de aluminio no momento da montagem do

experimento}

d) 10ppm de AI*® em V; (solugdo nutritiva semn nitrogénio e pH 6-7 por uma se-
mana e em seguida a solucao foi trocada por solugéo nutritiva sem nitrogénio,

baixa concentragao de fésforo, pH 4.0 e 10 ppm de aluminio)

e) 10ppm de Al'® em R4 (soluggo nutritiva sem nitrogénio e pH 6-7 , ¢ nos
7 altimos dias deste experimentlo, esta solugao foi substiluida por solugao
nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragao de fésforo, pH 4.0 e 10 ppm de

aluminio).

O tratamento em K, objetivou testar o efeito do aluminio em plantas plena-
mente noduladas.

Para cada tratamenlo foram ulilizadas 4 plantas.

A coleta de exsudato foi feita de modo semelhante aquela descrita no item

3.6.2..
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A coleta e andlise do material vegetal, incluindo frutos, foramn feitas de acordo

com o itemn 3.6.3,

3.8 EXPERIMENTO II: EFEITO INDIRETO DO ALU-
MINIO

Para simular o efeito do aluminio em subsolos acidos, 20 plintulas obtidas
segundo o item 3.1. foram cullivadas conforme o item 3.4.b.
Apds a inoculagao, a parte apical das raizes de um grupo de 5 plantas recebeu

os seguintes tratamentos:
a) Controle pH 6-7 (solugdo nutritiva sem nitrogénio e pH 6-7)

b) Controle pH 4.0 {solugao nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragao de

{6sforo e pH 4.0}

c) 10ppm de Al*® em Vi (solugdo nutritiva sem nitrogénio,baixa concentragao

de fésforo, pH 4.0 ¢ 10 ppm de aluminio no inicio do tratamento)

d} 10ppm de Al em Ry (solugio nutriliva sem nitrogénio ¢ pll 6-7, e nos 7
iiltimos dias a solucao fol substituida por solugao nutritiva sem nitrogénio,

haixa concentragao de fésforo, pH 4.0 e 10 ppm de alumninio}.

Sohre a vermiculita de cada pote, onde estavam os primeiros 20 cm de raiz, foi
colocado nas duas primeiras semanas de tratamento 150 ml de solugao nutritiva
sem nitrogénio (item 3.2.), acrescido de 0,05ppm de CoCly e 75 uM de NO;. A
partir da terceira scmana de tralamento, foram suprimidos o cloreto de cobalto
e 0 niirato. As solucoes foram trocadas 3 vezes por semana, usando-se a técnica
descrita no item 3.4.b. e, sempre que necessério, foram adicionados 50 ml de dgua

destilada sobre a vermiculila no intervalo das trocas,
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A coleta e anélise do exsudato e do material vegetal foi iniciada 75 dias apods
o plantio, conforme itens 3.6.2.e 3.6.3.. Entretanio, como as raizes tiveram tra-
tamentos diferentes, os primeiros 20 cm {que receberam tratamento semelhante
e lodos os casos), foram separados da parte apical (que receberan tratamentos

diferenciados), e os pesos da matéria seca determinados separadamente.

3.0 EXPERIMENTO III: AVALTACAO DO EFEITO DI-
RETO E INDIRETO DO ALUMINIO

Este experimento foi montado com o objetivo de avaliar os resultados obtidos
nos experimentos | e 11, realizados em diferentes épocas do ano.

Foram selecionadas 32 plantulas (itemm 3.1.). Dezesseis foram imediatamente
inoculadas, recebendo os tratamentos em hidroponia, enquanto que as outras de-
zesseis plantas foram tratadas segundo o item 3.4.b..

Grupos de oito plantas, sendo guatro cultivadas em hidropénica e quatro em

vermiculita/hidropdnica, receberam os seguintes tratamentos:

a) Controle pH 6-7 (solugdo nuiritiva sem nitrogénio e pit 6-7)

b) Controle pH 4.0 {solugdo nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragao de

fosforo € pH 4.0)

¢) 10ppm de Al** em V; [hidropénica] e V; |vermiculita/hidropénicaj (solugdo
nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragiao de fésforo, pH 4.0 e 10 ppin de

Al*® logo apds a inoculagdo)

d) 10ppm de Al** e Vy

hidroponica) e Va [vermiculita/hidropénical (solugao
nutritiva sem nitrogénio e pH 6-7 por 1 semana e, em seguida, trocada por

solugao nutritiva sem nitrogénio, baixa concentragao de fésforo, pH 4.0 e 10

ppm de Al*3)
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A coleta e analise do material foi semelhante s descritas nos itens 3.6.2. e

3.6.3.

310 ANALISE DO EXSUDATO DA SEIVA DO XI-
LEMA

3.10.1 DOSAGEM DE UREIDEOS TOTAIS

Na determinagao dos ureideos alantoina e dcido alantéico, foi utilizado o método
analitico proposto por VOGELS e VAN DER DRIFT (1970).

Seguindo a marcha analitica, foram colocados em tubos de ensaio 0.4 ml do
exsudato e o volume completado para 0.75 ml com dgua destilada. Adicionou-se
0.25 ml de NaOH 0.5 N e uma gota de fenilhidrazina 0.33%. Os tubos foram trans-
feridos para banho maria por 8 minutos (hidrélise alcalina). Apds resfriamento
em agua corrente por 7 minutos, adicionou-se 0.25 ml de HC] 0.65 N e novamente
foram levados ao banho maria por 4 minutos (hidrélise dcida}. Apds a solugao ter
atingido a temperatura ambiente,foram adicionados 0.25 ml de tampao fosfato pll
7.0 e 0.25 ml de fenilhidrazina 0.33%. Os tubos foram deixados & temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram resfriados & 0°C e adicionados 1.25
ml de HCl concentrado, préviamente resfriado a 0°C e 0.25 ml de ferricianeto de
potassio 1.65%. Apos agitacao, o material foi deixado em repouso por 15 minu-
tos. As leituras das absorbancias foram realizadas a 535nmn, em espectrofotdmetro
MICRONAL mod. B280.

As concentracoes de ureideos nas amostras foram determinadas a partir de uma
curva padréao de alantoina, seguindo o mesmo métode analitico, com concentragoes

alé 100 nmoles.mf 1.
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3.10.2 DOSAGEM DE AMINOACIDOS TOTAIS

As concentragoes de amninodcidos foram determinadas segundo YEMM e COC-
KING (1955) através de reacio colorimétrica com ninhidrina. 0.2ml da amostra
foram completados para 1.0 ml com adgua destilada. Em seguida foram adici-
onados: 0.5 ml de tampzo citrato 0.2 M pH 5.0, 0.2 m] de ninhidrina 5% em
etilenoglico! e 1.0 ml de uma solucao 2x107* M de KCN em etilenoglicol. Os tubos
foram agitados, tampados com bolinhas de vidro e aquecidos em banho maria por
20 minutos. Apds resfriamento em &gua corrente, o volume foi completado para
4.0 m! com etanol 60%. Em seguida, foram feitas as leituras das absorbancias a
570 nm.

As concentracoes de aminodcidos totais foram determinadas a partir de uma
curva padrao de leucina, seguindo-se 0 mesmo método analitico, usando-se con-

centracoes de até 200 nmoles.m! 1.

3.10.3 DOSAGEM DE AMINOACIDOS EM HPLC
(HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHOMATOGRAPHY)

A separagao dos aminodcidos foi efetuada através de cromatografia liquida de
allo desempenho {HPLC), conforme descrito por NASHOLM et al. {1987}, com
pequenas modificagoes.

O cromatégrafo usado consistia de 2 bombas LKB mod. 2150, controladas por
um gerador de gradientes LKB mod. 2152. Uma coluna ODS-Hypersil de 250 x 4,6
min {oi usada, sendo os aminoicidos detectados por um monitor de fluorescéncia
mod. RF 530 da Shimadzu, com comprimento de onda de excitagao 263 nm e
comprimmento de onda de emissao 313 mn.

(s solventes usados para formagao dos gradientes foram: solvenie A constituido
de 7 m! de acido acético e 1 mi de trimeliilamina em 1 litro de dgua destilada, pH

4.2 (ajustado com NaOH 1 N) e solvente B constituido de metanol.
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As amostras de exsudato ﬁsadas foram obtidas da reuniao de 4 repeticoes de
cada tratamento, tendo sido diluidas 10 vezes, de modo a conter cerca de 0.5 a
12 mol de aminoacido total por ml. Qs derivados fluorescentes de aminoécidos
foram preparados de acordo com BINARSSON et al (1983). Para cada 200pf
de amostra, foram adicionados 50 ul de tampao borato e 250u! de reagente 9-
fluorenilmetil cloroformato (FMOC-CI). Apds 45 segundos, o excesso de reagente
foi removido com pentano (2 lavagens de 1 ml cada).

A fase aquosa com os aminoacidos derivados, apés diluicao conveniente, foi
aplicada no injetor. Cada injegao correspondia a um volume de 10uf. O gradiente
inicial foi de 45% - 65% de B entre 0 - 20 min. e de 65% - 85% de B entre 20 -
35 min.. A velocidade de lluxo foi de 1 ml/min. O registro foi feito através de um
registrador/integrador LKB mod. 2221.

As concentragdes de aminoédcidos nas amostras foram deterrinadas pela al-
tura dos picos comparados com a altura dos picos dos 20 amimoécidos usados

como padrao.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado durante todo o desenvolvimento experimental foi in-
teiramente casualizado. Os dados foram analisados através de analise de varidncia
e quando o valor "F” foi significalivo, os valores foram comparados entre si pelo

teste DUNCAN, ao nivel de 5% de probabilidade (SNEDECOR, 1965).

30



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO PRELIMINAR: EFEITO DE DIFE-
RENTES CONCENTRACOES DE ALUMINIO

4.1.1 CULTIVO DA SOJA EM HIDROPONICA

Foram feitas avaliacdes preliminares sobre o comportamento das plantas de
soja guanto ao seu cultivo em hidropénica, na presenga e auséncia do aluminto,
principalmente com relagao a nodulagao.

Logo na primeira semana foi observado um amarelecimento nas folhas das
plantas, que inicialmente estavam em solugao nuiritiva com pli 6-7, desprovidas
de nitrogénio para promover a nodulagao. Esta observagao concorda com aquela
descrita por FRED et al. {1937), de que leguminosas crescendo em substrato
pobre em nitrogénio e dependentes da fixagdo de N, atmosférico [requentemente
exibem, durante seu desenvolvimento, um periodo de “fome” de nitrogénio. Este
periodo ocorre nos estédios iniciais do desenvolvimento da planta, quando as reser-
vas de nitrogénio nas sementes foram exauridos e antes dos centros de fixagao, os
nédulos, terem se desenvolvido suficientemente para satisfazer a grande demanda
de nitrogénio na planta. JONES et al. (1981), sugerem que as reservas cotiledona-
res nio fornecem guantidades suficientes de nitrogénio para promover o maximo de
crescimento das plantulas, nestas primeiras semanas, quando os noédulos funcionais
ainda niao estao estabelecidos. Assim, a partir da segunda semana, foi adicionado

75uM de NOj; i solugio nutritiva e este s foi suprimido depois que os nédulos
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estavam bem estabelecidos.

A adicio de nitrogénio mineral na solugio nutritiva, onde estao crescendo plan-
tas inoculadas, nio inibe o desenvolvimento dos nédulos alids, na maijoria das vezes,
alé ajuda o rapido estabelecimento destes. ATKINS el al. {1980} observaram vin
declinio total na concentracao de solutos nitrogenados da seiva do xilema cole-
tada de plantas de caupi noduladas, durante a fase inicial de rapido crescimento.
Segundo SCHUBERT (1981), durante esta fase, o desenvolvimento dos nédulos
pode ser limitado pelo nitrogénio. Por esta razdo, o nitrogénio recentemente fi-
xado poderia estar preferencialmente incorporado dentro do nédulo e, deste modo,
diminuir a quantidade de nitrogénio disponivel a ser exportado para outras partes
da planta. A adicio de uma solugio contendo nitrogénio, emn baixa conceniragao,
durante este periodo, seria recomendada para aliviar esta deficiéncia, que afeta
diretamente a fixacio de Ny, por retardar o desenvolvimento dos nadulos e indire-
tamente, por aliviar o estresse de nitrogénio que afeta a fotossinlese e, consequen-
temente, a planta inteira. Também foi adicionado cobalto as solugoes nutritivas,
uma vez que esie elemento provou ser essencial & fixagao simbiética do nitrogénio
(AHMED e EVANS, 1960).

Outro problema encontrado, apés o inicio dos tratamentos, foi com relagao ao
controle do pH das solugdes nutritivas. De inicio, estas solugoes estavam sendo
trocadas duas vezes por semana e as medidas do pH feitas diariamente. Porém,
diariamente havia a nccessidade de se adicionar solugao de H;SO4 ou KOH para
corrigir a grande variacao do pH.

No primeiro dia apds a troca, as solugbes com pH 4.0 apreseniavam-se em média
com o pH ao redor de 5.0, enquanto que no segundo dia este caja para cerca de
3.5. Este aumento inicial do pll pode estar ligado a um mecanismo de resisiéncia
do cultivar, ao excesso de Al™, embora este aumento somente ocorresse durante
as primeiras 24 horas. FOY et al. {1978) citam varios exemplos de cultivares

tolerantes ao aluminio, os quais aumentam o pH de suas solugoes nutritivas e as-
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sim diminuem a solubilidade e toxicidade do aluminio, enquanto gue os cultivares
sensiveis ao aluminio diminuem ou nao tém efeito sobre o pll de suas solugoes
nutritivas. CAMBRAIA (1989) relata que as modificacoes no pH do meio sao de-
terminadas pela absorgiio diferencial de cdtions ¢ de fnions ¢, portanto, dependem
do suprimento relativo de nitrato (NOj3 ) e de aménio (NH; }. Segundo o autor,
evidéncias recentes indicam que as plantas tolerantes ao aluminio sao capazes de
absorver o NO; mais rapidamente que o NH; . Entretanto, as solugoes usadas
neste experimento nao continham nitrogénio mineral e, portanto, podemos supor
que a variacao ocorrida no pH das solugoes poderia ser devida ao excesso de ab-
sorcao de anions inicialmente, o que provocou um aumento do pH e, em seguida,
excesso de absorgao de célions, provocando sua queda brusca.

Os dados preliminares mostraram a necessidade de pelo menos um controle
didrio do pH, para evitar problemas com a solubilidade do aluminio, nos trata-
mentos com este fon. Porém, uma vez que este problema poderia ser minimizado
através de trocas mais frequentes da solu¢do nutritiva, a partir dai as solugoes fo-
ram renovadas a cada dois dias. Esta modificagao foi feita também com o objetivo
de evitar grandes distor¢bes ou mesmo deficiéncias no meio, principalmente em
relagao ao fésforo, presente em guantidades minimas.

O controle do pll e a concentracio de fésforo das solugdes nutritivas vsadas
aqui, diferem das técnicas usuais utilizadas recentemente por outros pesquisado-
res (IMSANDE e RALSTON, 1981; IMSANDE, 1986), inclusive em estudo com
aluminio {ALVA et al., 1986a; 1986b). Apesar da nossa técnica ser relativamente
simples, ela fol muito eficiente pois os resultados evidenciaram que a soja pode
ser cultivada em hidropénica, com alto grau de nodulagdo, mesmo sob condigoes
especiais, necessirias para se estudar o aluminio (pH baixo, concentragao minima

de fésforo).
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4.1.2 EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ALUMINIO

Com a finalidade de verificar a concentracao de aluminio efetiva para ser usada
durante este estudo, plantas de soja foram submetidas a diferentes concentragoes
de aluminio. Embora existam sugestoes na literatura de que plantas de soja de-
vam desenvolver mais de uma populacao de nédulos, por exemplo SLOGER et
al. (1976}, propds que a senescéncia dos nodulos primarios na raiz principal tor-
naria necessdria a produgao de uma segunda populagao para proporcionar mais
nitrogénio para o desenvolvimento dos frutes. PEAT et al. (1981), sugeriram que
plantas de soja deveriam poder regular o tempo do principal periodo de fixagio de
nitrogénio através do aumento da nodulagdo nas raizes laterais durante o periodo
reprodutivo, o que proporcionaria mator demanda de solutos nitrogenados para
o crescimento das sementes. Com o objetivo de investigar a presenca de uma se-
gunda populacdo de nédulos, neste experimento foram feitas duas contagens. A
primeira foi realizada no inicio do estddio R, (Tabela 1), quando os nédulos foram
contados sem serem destacados das raizes e a segunda, no final do experimento
(estadio Rs}, quando entdo os nédulos foram destacados e determinados os pesos

de suas matérias secas.

Na Figura 3 estdo representados os resuliados das duas contagens. O maior
nimero de nédulos obtidos no final do experimento (Figura 3b) em relagdo ao
infcio da floragio (Figura 3a), evidencia claramente a presenga de uma segunda
populagao de nédulos.

Como se pode observar, ndo ha dilerengas estalisticamente significativas quanto
ao nimero de nédulos entre o controle pH 4.0 e os tratamentos com 2, 5 e 10 ppm

de aluminio, embora estes sejam bem menores que aqueles do controle pH 6-7,

quer no inicio da floragio, quer no final do experimento.
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Figura 3 - Efeito de diferentes concentragdes de aluminio sobre o namero
de nédulos de plantas de soja cultivadas em solugao nutritiva.
no inicio da floracio [A] e no final da frutifico [B].

D controle pH 6-7 b controle pH 4.0
% 2 ppm de Al*? | ”"" 5 ppm de Al'®

B 10 ppm de Al*3

*as médias assinaladas com a mesma letra nao diferem significativaimente

entre si, pelo teste Duncan. ao nivel de 5% de probabilidade.
p
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A nodulagio nio foi totalmente inibida nos tratamentos com pll baixo (4.0)
neni com o alumfinio. Nota-se entretanto que, tanto na primeira quanto na segunda
populagio de nédulos Jiouve alguma inibigio da nodulagao, porém observa-se que
o efeito é claramente do pH, e nao do aluminio, uma vez que nao existe diferengas
estatislicas entre o controle pll 4.0 e os diferentes tratamentos com aluminio.
KEYSER e MUNNS (1979a}, trabalhando com diferentes linhagens de Bradyrhi-
zohium japontcum observaram que a acidez, por si 6, provocou severo estresse
no crescimento das culturas. Porém, os autores ressaltam que as conclusoes deste
trabalho nao podem ser generalizadas, pois dentro de cada grupo estudado exis-
tinr variacoes de linhagens para linhagens, quanto a tolerincia. Além disso, a
tolerdncia & acidez e a tolerdncia ao aluminio devem ser separadas, porque altas
concentracoes de alumninio parecem provocar estresse mais severo a cuftura do gque
o baixo pH.

A contagem final dos ndédulos e seus respectivos pesos da maléria seca estao
representados na Figura 4. Apesar do nimero de nédulos das plantas do controle
pll 6-7 e controle pli 4.0 serem estatisticamente diferentes, o peso de suas matérias
secas sio semelhantes. Pode-se, portanto, postular que somente a acidez da solugao
nutritiva inibe mais o estabelecimento dos nédulos do que seu desenvolvimento.
Ividéncias neste mesmo sentido foram obtidas por ALVA et al. (1987} quando
constataram que em pH baixo (4.5), houve uma diminuigao do ndmero de nédulos
de plantas de soja (Glyeine mar (L.} Merr. cv. Fitzroy), cultivadas em solugio
nutritiva. O aluminio, por outro lado, parece inibir mais o crescimento do nédulo
do que seu estabelecimento.

(s sinlomas visiveis da toxidez do aluminio, observados ao longo do perfodo
experitnental, manifestaram-se primeiramente nas plantas que receheram 10 ppm

Jde aluminio.



Figura 4 - Efeito de diferentes concentracoes de aluminio sobre o niimero
[A] e peso seco [B] de nddulos de plantas de soja cultivadas

em solugao nutritiva.

D controle pH 6-7 - . controle pH 4.0

E  2ppmde AIT® | [/ ppm de Alt?

ﬁ 10 ppm de Al*?

* rd - * ~ . - B -
as médias assinaladas com a mesma letra nao diferem significativamente

entre si, pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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As raizes tornaram-se curtas, grossas, quebradigas e arparronzadas. Sinto-
mas semelhantes foramn observados em leguminosas forrageiras (MOSQUIM, 1978;
SILVA,1981), sorgo {CALBO,1978), mandioca (OLIVEIRA,1979).

A parte aérea das plantas que receberam 5 e 10 ppm de alumiinio, teve um
reduzido crescimento, destacando-se daquelas do controle pll 6-7 e controle pll
4.0,

Observa-se na Fignura 5 os efeitos de diferentes concentragoes de aluminio so-
bre a produgdo de matéria seca do sistema radicular e da parte aérea. Embora
pouco acentuado, o efeito foi significativo. Enquanto na parte aé¢rea ocorreu uma
reduciio na produgio de matéria seca nas plantas tratadas com aluminio, nas raizes
destacam-se somente as plantas tratadas 5 e 10 ppm de aluminio.

MUNNS et al. (1981) mostiraram que a toxicidade do aluminio restringe o
crescimento de plantas de soja devido & extrema susceptibilidade da planta hospe-
deira. Entretanto o cullivar Santa Rosa, utilizado neste trabatho, foi identificado
como moderadamente tolerante ao aluminio, suportando de 16 a 20% de saturagio
em aluminio na camada ardvel do solo (MUZILLI et al., 1978).

Quando se observa a produgio de matéria seca do conirole pll 6-7 e do controle
pH 1.0, nota-se que ndo exisliu diferengas entre eles. Isio sugere que a acidez da
~olucio nutritiva nao afetou o crescimento da planta inteira e portanto, a redugao
do ndmero de nédulos observados na Figura 4a deve ser um cfeito direto do pH so-
hire a nodulagio ¢ nio um efeito secunddrio (via cfeito na planta). Fstes resultados
apontam tambéin o fato de que todos os efeitos do aluminio sao especificos para
esle jon e nao um eleito da acidez da solugaon. O aluminio afetou o crescimento
dos nodulos, mesmo em concentragao baixa (2 ppm), e seu efeito nao foi maior
quando estava em concentragao mais alta (Figura 4b}. Por outro lado, sua agao
sobre a produgio de matéria seca da planta foi inlensificada & medida que sua

concentracao foi sendo aumentada.
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Figura 5 - Infludncia de diferentes concentragoes de aluminio sobhre a
producio de matéria seca da raiz. parte aérea e fotha. e plan
tas de soja cultivadas em solucao nutritiva.

D controle pH 6-7 controle pH 4.0
Bl 2ppmde al'” Ml 5 ppem de A7

24 10 ppm de Al*®

*as médias assinaladas com a mesma letra, em um mesmo bloco, néo
diferem significativamente entre si. pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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A andlise de aminoécidos e ureideos totais do exsudato da seiva do xilema, rea-
lizada para verificar a influéncia do aluminio sobre a fixagdo biolégica do nitrogénio
¢ sobre o transporte de solutos nitrogenados, foi bem esclarecedora.

Pode-se observar na Figura 6, que nos controles pH 6-7 e pH 4.0 a maior parte
do nitrogénio fixado foi transportado sob a forma de urefdeo (alanloina e dcido
alantéico), numa relagao ureideo/aminodcido > 2.

Fstes resultados concordam com trabalhos anteriores (MATSUMOTO et al,
1977a.; McCLURE e ISRAEL, 1979) em soja,que afirmai sercin os ureideos os
composlos nitrogenados predominantes em plantas de soja noduladas.

MATSUMOTO et al. (197Tb.) sugerem uma especial associacio entre a lixagao
biolégica de Ny e formagao de ureideos em plantas de soja e PATE et al. (1980},
(rabathando com caupi ( Vigna ungutculaia) e outras Jeguminosas inclusive soja,
constataram que em plantas de soja noduladas, cerca de 80% do N total da seiva
do xilema era consiituido de ureideos.

A andlise dos solutos nitrogenados de plantas de soja e caupi em experimen-
los onde se utilizaram N e “C (MATSUMOTO et al., 1977h; McCLURE e
ISRALL, 1979), revelam que os ureideos sao produtos da fixagao biolégica do Ny,
responsdveis pelo transporte de aproximadamente 80% do nitrogénio fixado nos
nodulos radiculares de plantas totalmente simnbioticas e estio presenles somente
et pequenas quantidades nas plantas dependentes da absorgio de nitrogénio mi-
neral (HERRIDGR.1982). Virios trabalhos mostram que na presenca de NO;
¢fou NI ocorre diminuigio do nimero de nédulos, diminuicao da atividade da
nitrogenase e decréscimo no teor de urefdeos formado nos nédulos e transportados
pela corrente transpiratéria (FUJIIARA e YAMAGUCH], 1977; MATSUMOTO
et al.. 1077c, FUJIHARA e YAMAGUCH], 1978; MATSUMOTO et al.,1978; Mc-
CLURE et al., 1980; PATE et al., 1980).

No presente trabalho foi observado de modo semelhante que, 3 medida que se
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Figura 6 - Teor de urefdeos [A] e de aminodcidos {B] contidos no exsudato
da seiva do xilema de plantas de soja cultivadas em solucao
nutritiva, com diferentes concentracoes de aluminio.

[ ] controle pH 6-7 controle pH 4.0
% 2 ppm de Al13 "”" 5 ppmde Al'?

m 10 ppm de Al*3

*as médias assinaladas com a mesma letra nao diferem significativamente

entre si. pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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elevaram os niveis de aluminio na solugao nutritiva, ocorreu uma diminuigao do
teor de ureideos(Figura 6a). Também foi observado que a presenga do aluminio
diminuiu o nimero e peso da matéria seca dos nddulos, bem como a produgao de
matéria seca da planta inteira. A relagdo ureideo/aminodcido caiu abaixo de 1
{0 que reflete uma baixa atividade de fixagao de N;) no tratamento com 2 ppm
de aluminio e chegou a 0,02 quando as plantas receberam 10 ppm de aluminio.
Quando se observa o teor de amino4cidos (Figura €b}), nota-se que somente no
tratamento 10 ppm de Al*® ocorreu um aumento considerivel. Estas plantas,
desde o inicio do experimento se destacaram das outras pois, possuiam poucos
nédulos, sua segunda populagao de nédulos foi muito pequena, suas folhas eram
de cor verde-amarelado e a partir do estadio R; houve acentuada senescéncia e
abscisao das folhas mais velhas. Em todos os tratamentos, as solugoes nutriti-
vas administradas a partir da segunda semana, nao possuiam N-mineral. Com
base nestas evidéncias, podemos sugerir que este aumento de aminoicidos, pre-
sente no exsudato do xilema, seria consequéncia de uma reciclagem de N-solavel
das partes mais velhas da planta. Segundo SCHUBERT (1986), o processo de
reciclagem frequentemente envolve catabolismo, reassimilacao e sintese de novo de
macromoléculas contendo nitrogénio. O aluminio reduz a replicagao do DNA por
aumentar a rigidez da dupla hélice da molécula, afeta a atividade de enzimas e
interfere com a sintese de proteinas por causar distribui¢ao anormal dos ribosso-
mas do reticulo endoplasmatico (FOY, 1983). Deste modo, podemos supor que a
sintese de proteinas, o processo de assimilagao de nitrogénio estavam alterados e
que 0s processos catabdlicos poderiam estar sendo responsdveis por esta alteragao
no nivel de aminodcidos. Assim, o exsudato coletado naquele momento, pode-
ria estar mostrando a concentragao de N-soluvel reciclado das partes mais velhas,
através do floema, e que nao estava sendo aproveitado nas partes mais novas do
vegetal devido a diminui¢do da sintese de proteinas, sendo novamente transpor-

tado pelo xilema.
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4.2 EXPERIMENTO I: EFEITO DIRETO DO
ALUMINIO

Os resultados oblidos no experimento anterior permitiram avaliar que 10 ppm
de aluminio afetou significativamente os parametros analisados, quanto a fixagao
hiologica do nitrogénio. Ocorren redug¢io do nimero e peso da matéria seca dos
nédulos que se refletiu na pequena produgao de ureideos, principal produto da
fixacio de nitrogénio, em plantas de soja noduladas. O efeito ndo foi tao proemi-
mente nas plantas tratadas com 5 ou 2 ppmn de aluminio.

Deste modo, esle experimento foi realizado para avaliar a influéncia do
Aluminio, aplicado em diferentes estddios do desenvolvimento de plantas de soja
cultivadas em solucio nutritiva, sobre a fixagao bioldgica de nitrogénio. Para este
i, o aluminio fol aplicado no estadio Vg, junto com o inoculo, visando verifi-
cur seu efeito sobre o estabelecimento do nédulo, e em outro lote de plantas, no
cstddio Vs, visando verificar seu efeito sobre o crescimento do nédulo. Foi aplicado
também em plantas no estadio Ry, ou seja, apds o crescimento dos nédulos, para

verificar seu eleito sobre a nitrogenase {avaliado através da dosagem de ureideos).

1.2.1 NUMERO E PESO SECO DOS NODULOS

Os resultados das medidas de peso seco e contagem dos nodulos podem ser
observados na Figura 7.

Verifica-se pelos resultados mostrados na figura que, nos tratamentos onde o
aluminio foi aplicado no estadio Vy e no estadio Vi, o efeito foi severo, pois a

nodulacio foi quase que lolalmente inibida.



Figura 7 - Efeito da adigao de aluminio em diferentes estidios do descn-
volvimento de plantas de soja cultivadas em solucio nutritiva,
sobre o nimero [A] e peso seco {B} dos nédulos.

controle pH 6-7
controle pH 4.0
10 ppm de Al*? em R,
10 ppm de Al*2 em V,
10 ppm de Al*3 em V,

*as médias assinaladas com a mesma letra nao diferem significativamente

entre si. pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Nas plantas que receberam aluminio no estadio Vp, os nédulos encontrados no
final do experimento achavam-se em adiantado estado de degeneragao. Nestas
plantas, nao foi observada a formacao de novos nédulos durante o estddio de
floracdo. No tratamento onde o aluminio foi administrado no estiddio V;, este
fon causou uma diminuicao no nimero e peso seco dos nédulos. Os resultados
mostraram que o numero de nédulos dos dois controles foram estatisticamente
diferentes. A acidez do solo induz deficiéncia de nitrogénio em leguminosas, por
impedir a nodulagio normal. A acidez, a toxicidade do aluminio e a deficiéncia
de cdlcio inibem nao somente o crescimento de Bradyrhizobium, mas também a
infeccio da rafz pelo microorganismo e a atividade do nédulo (MUNNS, 1979;
MUNNS et al.,1981). Entretanto, vale salientar que os pesos da matéria seca dos
nédulos de ambos os controles sao semelhantes. O mesmo resultado foi observado
no experimento anterior. Portanto, a acidez da solugdo nutritiva (pH 4.0) diminui
o niimero de nédulos (Figura 7a) mas ndo o seu crescimento (Figura 7b), o que
pode indicar a efetividade destes nédulos ou, pelo menos parte dela. O efeito do
aluminio neste experimento mostrou-se mais forte sobre o ntimero e peso seco dos
nédulos.

No experimento anterior a acidez da solugao nutritiva afetou o estabelecimento
dos nédulos de modo semelhante ao aluminio, enquanto que aqui a presenca deste
fon diminuiu o niimero de nédulos quando comparados com o controle pH 4.0.
Com relagao as plantas submetidas ao tratamento com aluminio no estidio Ry,
vale relatar que por ocasiao da coleta dos resultados, foram encontrados em todas
as plantas deste tratamento uma grande quantidade de nédulos muito pequenos.
Estes foram contados e pesados separadamente, tomando-se o seguinte critério:
nédulos maiores ou igual a 1 mm de didmetro foram considerados grandes e nédulos
menores do que 1 mm de didmetro foram considerados pequenos.

A Figura 8 mostra os resultados encontrados. Acreditamos que a presenga des-

tes nédulos poderia ser consequéncia de um atraso de parte da segunda populagao

45



20

o
T

PESO SECO (g)
o

2000

1600 ¢

8

SOT1aq0N 44

1

o
[
L

OYIRIN

TOTAL

grande

pequenc

46



de nédulos, provocado pela presenca do aluminio ou poderia ser uma terceira po-
pulagdao de nédulos que ocorreu no inicio do periodo de frutificacao, uma vez que
no decorrer do experimento foi observada a presenga da primeira e segunda po-
pulacao de né6dulos. Teoricamente, os resultados esperados pela adi¢ao de aluminio
no estddios R, nao deveriam ser diferentes daqueles obtidos das plantas do con-
trole pH 6-7, uma vez que as raizes destas plantas s6 ficaram em contato com o
{on durante uma semana,ocasiio em que os nédulos j estavam bem estabelecidos
e desenvolvidos. Por outro lado, se for incluida a populacao de nddulos pequenos
(Figura 8) aqueles j& crescidos da Figura 7, o niimero de nédulos seria maior do

que os do controle pH 6-7 e o peso seria estatisticamente semelhante.

4.2.2 PESO SECO DA RAIZ E DA PARTE AEREA

As plantas submetidas aos diferentes tratamentos apresentaram no final do
experimento acentuado contraste visual. As plantas controle pH 6-7 ¢ pH 4.0 e
aquelas que receberam aluminio somente no estadio K4 cresceram relativamente
bem, exibindo raizes claras, muitos nédulos, folhas verdes e grande niumero de
frutos.

Contrastando com estes resultados visuais, aquelas que receberam aluminio no
estadio Vj e Ve tiveram um reduzido crescimento da parte aérea, folhas verdes de
tonalidade malis clara, pequena quantidade de raizes, amarronzadas, grossas € o
crescimento de raizes laterais inibido.

A Figura 9 evidencia uma menor produgdo de matéria seca pelas plantas que
receberam aluminio nos estiddios iniciais do desenvolvimento. Estes resultados
confirmam a suposicao de SILVA (1981) sobre o efeito do aluminio, em seu estudo
com Stylosanthes guianensts, pouco eficaz devido a idade das plantas na época de
exposi¢ao ao elemento. Péde-se observar até aqui que, em relagao a produgao de

nédulos, o aluminio diminuiu a nodulagao nas plantas onde ele foi adicionado no
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estidio Vi, reduziu o desenvolvimento daqueles ja formados, quando administrado
no estadio Vy e provavelmente atrasou o aparecimento da segunda populagao de
nodulos quando foi adicionado no estadio F,y.

Quanto & produgio de matéria seca das raizes e parte aérea , também nota-se
o oleito do aluminio em relagio d idade das plantas na época da exposigao. RORI-
SON (1958) afirmou que controvérsias sobre o grau de toxidez de aluminio, para
a< diversas espécies, surgetn em funcio de nio se levar em conla a idade das plan-
tas, o pH e a composigao dos meios de crescimento empregados. Nola-se que nos
controles e no tratamento com 10 ppm de A3 em Ry houve grande produgio de
matéria seca, enquanto que esta produgao nas plantas que receberam aluminio nos
estadios iniciais de desenvolvimento (Vp e V) foi reduzida tanto nas raizes, quanto
na parte adrea. Fstas plantas se destacaram das outras, devido a coloragio de suas
folhas, com tom amarelado, parle aérea pouco desenvolvida e colapso dos pontos
do crescimento. A Tormagao e desenvolvimento dos frutos também foi muito pe-

quena e muito lenta.

4.2.3 ANALISE DE UREIDEOS E AMINOACIDOS TOTAIS

’ode-se observar na Figura 10 os resullados encontrados na andlise de
aminoacidos e ureideos totais.

No controle pll 6-7 a relagao ureideo/aminodcido se mantém constante,maior
que 2, de modo semelhante aos resultados do experimento anterior (Figura 6).
Iisia relagio diminui consideravelmente nos tratamentos com aluminio, sendo o
{ratamento 10 ppm de Al'? em Vy o mais alelado. Nestes resultados, vale citar
novamente RORISON (1958), que ressalta a importdncia da idade das plantas ao
serem subinetidas ao tratamento com alumninio.

Os resultados obtidos aqui mostram claramente a importincia do estidio de

desenvolvimento das plantas.
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Figura 10 - Efeito do aluminio adicionado em diferentes estadios do dvsen
volvimento de plantas de soja, cultivadas em soluc3o nutritiva,

sobre o teor de ureideos [A] e de aminodcidos [B]. contidos no
exsudato da seiva do xilema.

[[1 controle pH 6-7
I3 controle pH 4.0
'§Y 10 ppm de Al*? em R,
B 10 ppm de Al*® em V;
F4 10 ppm de Al em V,

*as médias assinaladas com a mesma letra nao diferem significativamenie

entre si. pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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No tratamento 10 ppm de Al*® em Ry, a relagio ureideo/aminodcido foi de
0,71. Estas plantas receberam durante todo o periodo experimental o mesmo
tratamento das plantas controle pH 6-7, com excessio dos 7 dltimos dias, quando
entdo receberam 10 ppm de Al*3. Os resultados de producao de matéria seca
foram semelhantes aqueles dos controles, bem como o nimero e peso da matéria
seca dos nédulos. Isto indicaria a efetividade dos nédulos na fixagao biolégica
do nitrogénio, porém os resultados da anilise de aminoéacidos e ureideos totais
demonstraram o efeito do aluminio sobre o funcionamento dos nédulos, pois houve
uma queda na produgao de ureideos e um aumento concomitante na producao
de aminoacidos, quando comparados com o controle pH 6-7. Estes resultados
parecem ser semelhantes daqueles obtidos por McCLURE e ISRAEL (1979) que,
trabalhando com plantas de soja noduladas e nao noduladas, mostram que os
ureideos foram os compostos nitrogenados predominantes na seiva do xilema de
plantas inoculadas, enquanto que os aminodcidos foram a forma dominante na
seiva de plantas ndo inoculadas, crescendo em presenca de nitrato. Quando plantas
noduladas receberam 20 mmol de nitrato, dos 65 dias até 126 dias de idade, houve
uma diminuicio de ureideos na seiva do xilema e um aumento de aminoédcidos.

De modo semelhante ao experimento anterior, aqui também nao fol usada ne-
nhuma fonte de N nas solugdes nutritivas. Portanto, podemos sugerir que o efeito
do aluminio nestas plantas (10 ppm de Al™® em R,) foi bem répido, provévelmente
diminuindo a atividade da nitrogenase, fato este evidenciado pela menor concen-
tracio de ure{deos presentes na seiva do xilema. O teor de aminodcidos encontrado
nas plantas que receberam aluminio no estadio V; e V; foram estatisticamente
diferentes entre si e aos outros tratamentos {Figura 10b). Houve um aumento
significante destes compostos a medida que o Al™® foi adicionado mais cedo.

A figura mostra claramente o aumento do teor de aminodcidos a medida que o
aluminio foi sendo administrado mais cedo 3s plantas, enquanto diminui o teor de

ureideos, chegando a 0,03 a relagdo ureideo/aminodcido nas plantas que receberam
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aluminio no estadio Va. Estes resultados parecem confirmar a sugestao anterior de
que poderia estar havendo reciclagem de N-solivel nestas plantas.

O pequeno desenvolvimento da parte aérea e a degeneragao dos nédulos de-
monstram inibicio do desenvolvimento da planta ¢ pequena ou nenhiuma atividade
dos nédulos. Deste modo, o catabolismo de substancias nitrogenados poderia estar
em plena atividade enquanto que as reagdes de sintese e assimilacao de compostos
nitrogenados e fotossintatos estariam sendo inibidos. O fato do aluminio aumentar
a rigidez da parede celular, reduzir a replicagio do DNA, diminuir a respiragao
radicular, interferir com a atividade de enzimas que promovem a fosforilacdo de
acucares e a deposi¢io de polissacarideos da parede celular e interferir com a ab-
sor¢ao, transporic e uso de elementos essenciais, tais como Ca, Mg, P e Fe (FOY,
1983} parecem confirmar a idéia de redistribuicdo dos compostos nitrogenados no

corpo da planta.

4.3 EXPERIMENTO II- EFEITO INDIRETO DO
ALUMINIO

Neste experimento foi feita uma avaliagdo do efeito indireto do aluminio sobre
a nodulacio. Para isto foi utilizado um sistema vermiculita/hidropénica (ver item
3.8), onde a aplicagio do aluminio foi feita exclusivamentee na parte apical do
sistema radicular (em hidropénica). Os primeiros 20 cm das raizes {isto €, a parte
basal) onde se formam os nédulos, ficaram em vermiculita e recebendo solugao
nutritiva sem nitrogénio e pH 6-7.

Durante as primeiras semanas de tratamento todas as plantas tiveram o mesmo
comportamento na parte aérea, onde as folhas permaneceram bem verdes e o
crescimento bem visivel. Os primeiros sintomas de toxidez de aluminio comegaram
a aparecer na terceira semana, onde a parte apical das raizes (em hidropénica)

das plantas com tratamento 10ppm de Al*® em V) continuavam pequenas, sem
q
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ramificacoes e de cor amarronzada, enquanto que nos outros tratamentos a parte
apical das raizes apresentava-se em grande quantidade,com muitas ramificagoes e
ja atingindo 30 cn de comprimentos.

Apds cinco semanas, com o inicio da floragéo, os sintomas de toxicidade do
aluminio jd eram nitidamente visiveis. A floragdo loi retardada nas plantas tra-
tadas com aluminio no estddio Vp, nao houve aparecimento de novas raizes na
soliciio hidropénica e a parle aérea deslas plantas possuia menor mimero de fo-

lhas e frutos.

4.3.1 NUMERO E PESO SECO DE NODULOS

IPor ocasido da coleta dos resultados foi possivel observar que as raizes contidas
na solugao hidropdnica eram prolongamentos das raizes com maior nimero de
nodulos na parte basal em vermiculita e que receberam solugao nutritiva sem
nitrogénio. Durante toda a fase experimental nao foram observados nédulos na
parte apical das mesmas em nenhum dos tratamentos.

Os resultados da contagem do niimero de nédulos e seus respeclivos pesos da
matéria seca, nos diversos tratamenlos deste experimento, estao representados na
Fipura 11,

Observa-se que, mesmo estando sendo administrado somente 2 parte apical das
raizes, o efeito do aluminiou é bem visivel quando cle foi adicionado imediatamente
apos a inoculagdo. O nimero de nédulos (518 nédulos/planta) nao chega a atingir
a nietade do nitero de nédulos encontrados nas plantas do controle pll 6-7 (1158
nédulos/planta) ou nas plantas do conirole pH 4.0 (1099 nédulos/plantas}. Da
mestna forma, a producdo de matéria seca por esses nédulos (1,81 g/planta) é

bem menor que aqueles encontrados para os controles (3,1 g/plantas).
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Figura 11 - Efeito da adigdo de aluminio em diferentes estadios do desen-
volvimento de plantas de soja cultivadas em vermiculita/hidro-
pbnica sobre o numero [A] e peso seco [B] dos nédulos.

[1 controle pH 6-7
f£3 controle pH 4.0
[} 10 ppm de Al em R,
vy 10 ppm de Al1? em V)

*as médias assinaladas com a mesma letra ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabifidade.
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As plantas que receberam aluminio na parte apical das raizes somente por uma
semana (tratamento 10ppm de Al*™® em Ry), ndo mostraram nenhum sintoma de
toxidez do elemento afetando a nodulacao, uma vez que nestas plantas a nodulagao
efetiva j4 havia ocorrido, nem houve mudancas na producao de matéria seca dos
nédulos.

Estes resultados concordam com a afirmativa de THAWORUWONG e VAN
DIEST (1974) de que, em geral, plantas jovens si0 mais susceptiveis a toxidade
do aluminio do que plantas mais velhas.

Varios trabalhos tém mostrado que o excesso de aluminio interfere na divisao
celular do meristema sub-apical da raiz e raizes laterais, aumenta a rigidez da pa-
rede celular, reduz a replicagao do DNA por aumentar a rigidez da dupla helice do
DNA, fixa o P em formas menos disponiveis no solo e sobre a superficie das raizes,
interfere na acao de enzimas responsaveis pela fosforilacio de aglcares e pela de-
posi¢io de polissacarideos da parede celular e interfere com a absorgao, transporte
e uso de elementos essenciais como o Ca, Mg, K, P, Fe, (FOY,1974; FOY e FLE-
MING,1978; FOY et al.,1978; FOY, 1982a; 1982b; LEE, 1982 apud FOY, 1983).
Todas estas constata¢des nos levam a sugerir que o aluminio, presente somente na
regido apical das raizes, poderia estar interferindo na absor¢do, transporte e uso de
elementos essenciais  nodulagao na regiao basal das raizes, como por exemplo Ca,
Mg e P (SARTAIN E KAMPRATH, 1977) e, deste modo, reduzindo a nodulagio.
MOSQUIM (1978), trabalhando com S. humilis, observou que o aluminio acumu-
lava preferencialmente nas raizes. O autor esclarece, entretanto, que esia planta
é altamente resistente ao aluminio enquanto que as plantas de soja (Glycine maz
(L.} Merril cv. Santa Rosa), foram identificadas como medianamente tolerantes
por MUZILLI et al. {1978). KLOTZ e HORST (1988), afirmaram que gendtipos
de soja diferem consideravelmente em suas respostas ao tratamento com aluminio.
Segundo os autores a inibicio do alongamento da raiz, especialmente das raizes

secundérias, fol o pardmetro mais sensivel & injuria e concluem que as plantas
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genotipicamente tolerantes, devem desintoxicar-se do aluminio ou dentro do sim-
plasto ou no apoplasto através da formagdo de complexos. Assim, nao pode ser
descariada a possibilidade de que uma certa quantidade de aluminio tenha sido
absorvida e translocada até as proximidades dos nédules e, ali ter exercido seu

efeito.

4.3.2 PESO SECO DA RAIZ E DA PARTE AEREA

Os resultados obtidos nestle experimento concordam com as alirmativas de FOY
(1976a) de que a toxidez causada pelo aluminio é especialmente prejudicial nos
subsolos icidos, porque restringe a profundidade das raizes e suas ramificagdes.
Pode-se observar na Figura 12 que a regido basal das rafzes, em vermiculita, e que
receberam o mesmo tipo de solugdo nutritiva (sem nitrogénio e pH 6-7}, nio apre-
sentaram diferencas estatisticamente significativas quanto a produgao de matéria
seca. Porém, a parte apical destas raizes que receberam difereniles tratamentos
e solugio hidroponica, apresentaram diferentes indices de producao de matéria
seca. Naquelas que receberam aluminio no estddio V; verifica-se que, a medida que
atingiam a solucdo nutritiva, seus crescimentos diminuian, engrossarn seus apices
¢ desapareciam as raizes laterais. Deste modo, ao fim do perfodo experimental, o
volume de raizes neste tratamento era pequeno, o que se refletiu na medida de seu
peso seco. Também naquelas plantas que receberam aluminio somente por uma
seinana, isto é, no esladio Ry, nao foi observado o aparecimento de novas raizes,
Falo este notado nos controles. I sabido que o eleilo inicial de excesso de aluminio
no ambiente radicular é uma inibicio da divisao celular no meristema sub-apical
da raiz e subsequente inibi¢do do alongamento das rafzes (HUETT e MENARY,
[983). O actimulo de aluminio na parede celular da coifa {foi observado em [eijao
¢ algodao (NAIDOO et al., 1978).

2ty mitho, BENNET et al, {1985a; 1985b} sugeremn que a coifa pode ser o sitio
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'Figura 12 - Efeito da adi¢do de aluminio em diferentes estidios do desen-
volvimento de plantas de soja cultivadas em vermiculita/hidro-
pbnica, sobre a producio de matéria seca da regido apical da
raiz (em hidropénica), regido basal da raiz (em vermiculita),
parte aérea, folha e fruto.

[[] controle pH 6-7
iy controte pH 4.0
i3 10 ppm de Al*? em R,
by 10 ppm de Al*® em V,

*as médias assinaladas com a mesma letra, em um mesmo bloco. nao
diferem significativamente entre si, pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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priméirio para a absor¢io de aluminio na raiz primiria e os efeitos subsequentes
sobre a atividade meristemitica podem ser secundérios.

Estes trabalhos dio substancial evidéncias para explicar a menor produgao de
matéria seca na parte apical das raizes das plantas que receberam aluminio so-
mente por uma semana, uma vez que até entdo estas plantas receberam o mesmo
tratamento que aquelas do controle pH 6-7. I interessante observar que o alumfnio
nio teve efeito tao dristico quando o sistema radicular inteiro fol submetido & sua
agho (efeito direto-Figura 9). Os dados indicam que a planta pode se adaptar
quando as rafzes atingem um subsolo com aluminio, desviando o crescimento ra-
dicular para a camada superficial, o que nao seria possivel no caso direto. Pelos
dados apresentados a massa de raizes na camada “superficial” (vermiculita), em-
bora njo significativamente maior no tratamento com aluminio do que no controle,
foi relativamente maior se considerarmos a massa de raizes em relagao ao resto da
planta.

A producio de matéria seca na parte aérea (caule e peciolos) e nos frutos foi
semelhante em todos os tratamentos, entretanto, houve diferengas significativas
de producio de matéria seca nas folhas. As plantas que receberam aluminio a
partir do estddio V; produziram menor quantidade de matéria seca, seguidas das
plantas do controle pH 4.0, cuja produgdo foi estatisticamente semelhante tanto
ao controle pH 6-7, quanto ao tratamento 10ppm de Al*® em V). Estes resultados
diferem daqueles encontrados por MUNNS et al. (1981), onde a acidez da solugao
nutritiva niio afetou a produgio de matéria seca da parte aérea (caule e folhas) '
de alguns cultivares de soja. Porém, os autores destacam que seus resultados nao
podem ser generalizados. Outras variedades simbiontes podem ser mais sensiveis

a acidez do solo.
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" 4.3.3 ANALISE DE UREIDEOS E AMINCACIDOS TOTAIS

Varios trabalhos 1ém demostrado que as proporgoes de nitrogtnio sob a forma
de ureideos, da seiva do xilema, de plantas de soja, podem ser usados como indica-
dor da fixagdo biologica de nitrogénio (McCLURE et al.,1980; PATE et al.,1980;
HERRIDGE,1982; PATTERSON e LARUE,1983a; 1983b}. McCLURE e ISRAEL
(1979) encontraram que cerca de 80% a 90% do N existente na seiva do xilema
estdo sob a forma de urefdeos, quando a planta era tolalimente dependente da
fixagdo de Nj.

Os resultados obtidos da andlise do exsudato do xilemna mostram o efeito
do aluminio sobre a fixagao biolégica do nitrogénio {Figura 13). Os teores de
aminodcidos em todos os tratamentos foram estatisticamente iguais, enquanto os
teores de ureideos variaram bastanle, dependendo do tratamento.

No controle pll 6-7 a relagao ureideo/aminoécido é bem alta (3,81). Esta alta
relagao demonstra a eletividade dos nédulos na fixacdo de N;. Apesar de nao
ter sido feita andlise de N-total neste trabalho, a alta relagio ureideo/aminoacido
encontrada neste tralamento mostra a tolal dependéncia simbidtica destas plantas.

O contetido de ureideos cai ligeiramente nas plantas do controle pH 4.0 e na-
quelas que receberam aluminio apenas por uma semana. Deste modo, a relagio |
ureideo/aminodcido ditninuiu para cerca de 2.0. McCLURE e ISRAEL (1979) su-
geretn a existéncia de uma correlagdo positiva entre o conteido de ureideos da seiva
¢ o peso seco dos nédulos como sendo um indice da cletiva nodulagio e fixagdo de
nitrogénio. Porém, a produgao de matéria seca nos nédulos das plantas do controle
pll 4 foi semethante ao controle pll 6-7. Podemos postular que o cfeito da acidez
sobre o crescimento dolBradyrhizobium, bem como a presenga do aluminio, podem
ter diminuido a atividade nodular, fato este também observado por KEYSER e
MUNNS (1979a; 1979b). A constalagao de FUJIHARA ¢ YAMAGUCHI (1978}
de que alanloina e dcido alantdico sdo produzidos via decomposi¢aco oxidativa de

purinas dentro dos nodulos em plantas de soja, nos leva a sugerir ¢ue o aluminio
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Figura 13 - Efcito da adi¢do de aluminio em diferentes estadios do de-
senvolvimento de plantas de soja cultivadas em vermicu-
lita/hidropnica, sobre o teor de ureideos [A] e de aminaicidos
|B} contidos no exsudato da seiva do xilema.

11 controle pH 6-7
il controle pH 4.0
] 10 ppm de Al*® em R,
2 10 ppm de Al'¥ em V,

*as médias assinaladas com a mesma letra nao diferem significativamente

entre si, pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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tem um efeito rdpido dentro dos nédulos inibindo sua atividade.

O efeito do aluminio é bem severo quando administrado nos estadios iniciais do
desenvolvimento de plantas de soja. Pode-se observar que o contetido de ureideos
cal a niveis bem baixos no tratamento 10ppm de Al*? em V,. Aqui existe real-
mente uma relagao enire peso seco dos nédulos e conteiido de ureideos. A relacao
ureideo/aminodcido foi menor que 1,0.

MATSUMOTO et al. (1977a), trabalhando com plantas de soja nodulantes
e nao nodulantes, encontraram evidéncias de que ureideos também ocorrem na
auséncia dos nddulos, entretanto a quantidade foi muito pequena quando com-
parada com a quantidade encontrada na variedade nodulante. A baixa relagao
ureideo/aminodcido pode ser explicada, em parte, pelo baixo grau de nodulagao.
Entretanto, a queda no nivel de ureideos foi relativamente maior do que a queda
na nodulacao, o que indica um efeito sobre o processo de fixacao de N,. Os dados
obtidos com a aplicagao do aluminio no estddio R4, que também provocou uma
pequena queda no nivel de ureideos, apoiam esta afirmativa.

Com estes resultados, podemos sugerir que o aluminio, mesmo presente so-
mente no subsolo, poderia afetar a fixacao bioldégica do Nz, mudando o padrao de
solutos nitrogenados transportados pelo xilema. E possivel que estes resultados
possam ocorrer também em situacoes diferentes das da nossa amostragem, assim
os dados aqui discutidos poderiam servir de base para trabalhos, realizados em

condicoes de campo, que confirmassem ou rejeitassem esta sugestao.

J—

4.4 EXPERIMENTO III: AVALIACAO DO EFEITO DI-
RETO E INDIRETO DO ALUMINIO

Uma vez que os experimentos I e Il foram realizados em diferentes épocas do ano,
este experimento foi montado usando os dois sistemas de cultivo com a finalidade

de compararmos os resultados obtidos sobre o efeito direto e indireto do aluminio.
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Entretanto, a época do ano em que o experimento foi realizado (maio a julho) teve
algumas influéncias nos resultados obtidos. Nesta época do ano ocorreu grande
variagdo de temperatura na regiao de Campinas, Sao Paulo, e como a casa de
vegetacao utilizada ndo possuia temperatura controlada, as plantas responderam
3 esta variacio. Durante o dia a temperatura variava entre 27°C e 30°C, enquanto
3 noite havia quedas bruscas de temperatura, chegando algumas vezes & 10°C.
SCHWEITZER e HARPER {1980} relatam que a temperatura afetou a ati-
vidade dos nédulos de plantas de soja, mantidas a luz. A exposicao de rafzes e
parte aérea de plantas intactas 3 baixa temperatura resultou em uma marcante
diminui¢ao na atividade dos ndédulos quando comparados com plantas mantidas
em temperaturas mais altas. Os autores observaram uma relagao direta entre
a diminuigdo de atividade dos nédulos e a mudanca de temperatura na parte
aérea e sugerem que os tecidos da parte aérea devem servir como fonte primaria
de reserva de carboidaratos, que por sua vez sdo usados para a atividade dos
nédulos. A baixa temperatura afeta a fotossintese, diminui a taxa de reserva de
carboidratos e, consequentemente, diminui a atividade dos nédulos. A andlise do
conteiido de amido e acucares, dos tecidos do caule, da raiz e dos ndédulos rea-
lizadas por eles durante o estudo, foram consistentes com esta sugestao. Neste
experimento, os efeitos da variagao de temperatura puderam ser observados desde
o inicio do desenvolvimento das plantas. O crescimento das plantas foi lento e os
primeiros nédulos sé comegaram a aparecer na terceira semana apés a inoculagao
enquanto que nos experimentos anteriores, os primeiros nédulos apareciam apés 10
dias da inoculagao. Depois de quatro semanas, as plantas apresentavam pequeno
nimero de raizes, poucos ndédulos, poucas folhas, sendo que as folhas mais ve-
lhas apresentavam-se amareladas e algumas queimadas pelo frio. Estes resultados
visuais sio semelhantes com aqueles obtidos por MATTEWS e HAYES (1982),
onde baixas temperaturas nas rafzes de plantas de soja noduladas restringiram o

crescimento destas,enquanto que em plantas de soja nao noduladas o efeito da tem-
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peratura nao foi estatisticamente significante. Os autores sugerem também que a
baixa temperatura na rizosfera pode ter um efeito direto sobre o Bradyrhizobium,
alterando sua habilidade para infectar o sistema radicular e formar nédulos. O
experimento realizado por eles nao deu evidéncias diretas sobre este efeito, mas as
observagoes feitas mostraram que a nodulagao foi mais afetada do que a fixagao
bioldgica do nitrogénio. No nosso caso, as condi¢oes ambientais prejudicaram as
tentativas de comparar os dados obtidos nos experimentos anteriores, e inicial-
mente deu a impressao de que o esfor¢o havia sido em vao. Todavia, a anilise
pormenorizada destes resultados mostrou que os objetivos propostos nao sé foram
alcangados como foram ampliados pelos efeitos obtidos com as variagoes da tem-

peratura.

4.4.1 NUMERO E PESO SECO DOS NODULOS

Na Figura 14 estao apresentados os resultados da contagem e peso da matéria
seca dos nodulos encontrados em ambos os sistemas de cultivo,

Pode-se observar que o nimero de nédulos das plantas controle, cultivadas
em vermiculita/hidropénica, foram significativamente diferentes daquelas trata-
das com aluminio. Porém, nao houve diferengas significativas entre as plantas
que receberam aluminio no momento da inoculagdo {estadio Vi) e aquelas que o
receberam no estadio Vi.

O ntimero de nédulos das plantas cultivadas em hidroponia com aluminio fo-
ram significativamente diferentes entre st. As plantas que receberam aluminio no
estadio Vs, isto é, quando os nédulos ja estavam em desenvolvimento, apresentaram
um pequeno nimero de nédulos (05 nédulos/planta), enquanto aquelas que rece-
beram aluminio no momento da inoculagao, apresentavam no final do experimento
nimero de ndédulos igual a zero.

Nestes resultados pode-se constatar a influéncia de dois fatores sobre a no-
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dulagio: a presenca de aluminio e a variagao de temperatura.

Os efeitos da baixa temperatura nas raizes podem afetar indiretamente a no-
dulagao e o processo de fixacao de nitrogénio, particularmente no fornecimento
e translocacado de carboidratos para os nédulos, além de poder ter um efeito di-
reto sobre o microorganismo simbionte (MATTHEWS e HAYES, 1982). Segundo
estes autores, plantas de soja inoculadas, crescendo em solos com baixo teor de
nitrogénio, sofreram um periodo maior de deficiéncia de nitrogénio nas primeiras
semanas apds a germinagio com abaixamento de temperatura, do que plantas nao
inoculadas crescendo em solos com nitrogénio mineral.

Esta afirmativa estd em concordidncia com o observado neste experimento,
onde as plantas em hidropénica apresentaram um amarelecimento mais prolon-
gado das folhas nas primeiras semanas, do que as plantas cultivadas em vernicu-
lita/hidroponica, apesar de uma quantidade minima de nitrogénio mineral sé ter
sido adicionado nas duas primeiras semanas, para contornar o periodo de “fome”
de nitrogénio que ocorre neste periodo, e depois disso, nao haver nitrogénio em
nenhuma das solugdes nutritivas.

O peso da matéria seca dos nédulos pode estar associado com a sua efetividade
na fixacao de nitrogénio. Comparando os resultados obtidos nos dois sistemas de
cultivo, observa-se que somente a acidez da solugdo {controle pH 4.0) nao afetou
o estabelecimento dos nédulos no sistema vermiculita/hidropdnica mas houve um
pequeno, mas significativo efeito sobre a producao de matéria seca (Figura 14a),
enquanto que no experimento anterior nao foram observadas diferengas entre os
controles com relagao a estes pardmetros analisados (Figura 11). Do mesmo modo,
o aluminio adicionado no momento da inoculagao (estddio V1) e quando os nédulos
j4 estavam estabelecidos mas em processo de crescimento (estddio Vi), exercen o
mesmo efeito estressante nas plantas cultivadas em verniculita/hidropdnica. A
variacdo de temperatura teve a mesma agdo em ambos os sistemas, pois houve

diminuigao do niimero e peso seco dos nédulos, quando se compara estes resultados
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com aqueles apresentados anteriormente.

Nas plantas cultivadas em hidropénica, a somatéria de efeitos (presenca de
aluminio e temperaturas baixas) foi mais evidente provavelmente devido ao con-
tato direto de todo o sistema radicular com ambos. Todavia, examinando simul-
taneamente os resultados apresentados aqui (Figura 14b) com aqueles observados
na Figura 7, podemos afirmar que a acidez, por si sd, afeta o estabelecimento
do nédulo mas nao interfere na producao de matéria seca destes. Por sua vez, o
aluminio inibe o desenvolvimento dos nédulos ja formados e seu efeito é mais pro-

eminente quando adicionado nos estddios iniciais do desenvolvimento da planta.

4.4.2 PESO SECO DA RAIZ E DA PARTE AEREA

Na determina¢do da matéria seca, somente a parte apical das rafzes das plantas
cultivadas em verniculita/hidropénica apresentaram diferencas significativas entre
os tratamentos, enquanto que as plantas cultivadas no sistema em hidroponica, as
diferengas aparecem em todos os orghos (Figura 15).

Os resultados obtidos com as plantas cultivadas em verniculita/hidropénica
concordam com as afirmativas de FOY (1976), de que a toxidez causada pelo
aluminio é especialmente prejudicial nos subsolos acidos porque restringe a pro-
fundidade das raizes e sua ramifica¢oes, causando uma diminui¢ao do uso dos
elementos minerais do subsolo.

Trabalhos cem leguminosas forrageiras, tém mostrado que os efeitos de toxici-
dade do aluminio sao mais severos sobre a nodulagio do que sobre o ¢crescimento
da planta hospedeira ou do microorganismo de vida livre (CARVALHO et al.,
1981; 1982; MURPHY et al., 1984). OGATA et al., (1986), ao avaliar o efeito
do aluminio sobre o crescimento e fixagao de N, destas plantas, sugeriram que os
efeitos de toxicidade do aluminio nas plantas hospedeiras afetaram mais a fixacao

de N; pelos nédulos do que o crescimento da planta inteira. Estas afirmativas
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concordam com os resultados obtidos nas plantas cultivadas em vernicu-
lita/hidropénica, onde o efeito do aluminio foi bem evidente somente na parte
apical das raizes (Figura 15a).

Nas plantas em hidroponia, a adigao de aluminio no estadio ¥, e V; afetou
significativamente a produgao de matéria seca quando comparadas com os contro-
les (Figura 15b). Os resultados obtidos mostram que o aluminio provocou uma
diminuigao no nimero e peso seco dos nddulos, menor produgao de matéria seca
das raizes e parte aéria. Apesar de nao haver diferenca na anélise estatistica entre
os dois tratamentos com aluminio, pode-se observar na figura que a produgao de
matéria seca pelas plantas que receberam aluminio no estagio Vj foi menor (peso
seco total = 1.57g) do que a produgdo de matéria seca das plantas que o recebe-
ram no estigio V, (peso seco total = 2.56), o que confirma as observagoes feitas
anteriormente, de que o efeito do aluminio pode ser demonstrado quando este estéd

presente desde os estddios iniciais do desenvolvimento da planta.

4.4.3 ANALISE DE UREIDEOS E AMINOACIDOS TOTAIS

Os resultados dos experimentos I e Il demonstraram o efeito do aluminio di-
minuvindo o nGmero e peso da matéria seca dos nédulos e a forte relagao entre
a reduc¢ao dos nédulos e o conteiido de solutos nitrogenados transportados pelo
xilema destas plantas. A Figura 16 representa a analise do contetido total de
aminodacidos e ureideos encontrados na seiva do xilema das plantas cultivadas em
solugdo hidropdnica e das plantas cultivadas no sistema vermiculita/hidropénica,
onde a parte basal do sistema radicular recebia solugao nutritiva sem nitrogénio
com pH6-7 (em verniculita) e a parte apical recebia diferentes solugdes nutritivas
em hidropénica. Deste modo, as variacoes de temperaturas ocorridas durante o

peiodo experimental afetaram ambos os sistemas e, assim, os resultados podem
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ser comparados igualmente. O conteddo total de aminoacidos das plantas cultiva-
das em verniculita/hidropdnica ndo apresentou diferengas estatisticamente signi-
ficativas nos diversos tratamentos (Figura 16a).

Porém, quando se compara estes resultados com aqueles mostrados na Fi-
gura 13 pode-se observar que engquanto o controle pH6-7 continha 1.196,80
nmoles.m!~!, agora houve um aumento de aminoédcidos com um resultado de
6.127,15 nmoles.m!~1. Este aumento no contetido de aminoacidos foi encontrado
em todos os tratamentos, e poderia significar que a seiva estava mais concen-
trada. Da mesma forma o contetido de ureideos foi mais alto, tendo sido encon-
trado 8.255,67 nmoles.m{™! no exsudato deste controle. Apesar disto, a relagio
ureideo/aminodcido caiuv muito; controle pH 6-7 = 1.34; controle pH 4.0 = 1.05;
10 ppm de Al*® em Vi = 0.32 e 10 ppm de Al*® em V; = 0.08; enquanto
que nos experimentos anteriores os controles apresentavam sempre uma relacio
ureideo/aminodcido maior que 2.0. Durante o desenvolvimento deste experimento,
as plantas sofreram os efeitos de variagao da temperatura ocorridas na regido.
Deste modo, houve reducao do nimero de nédulos e pelo que pode-se observar,
redugao da fixagao de Ns.

SCHWEITZER e HARPER (1980), analisando o efeito de luz, escuro e tempe-
ratura sobre a atividade dos nédulos de soja, através da redugao de acetileno, cons-
tataram que a redugao de temperatura na rizosfera provocava uma consideravel
reducao da atividade dos ndédulos. Este efeito também foi observado quando a
parte aérea era submetida a baixas temperaturas. O efeito do aluminio adicio-
nado a parte apical do sistema radicular em dois estidios diferentes do desenvol-
vimento das plantas de soja foi bem evidente. Enquanto nos controles o conteiido
de ureideos foi ligeiramente maior que 50%, no tratamento em que o aluminio foi
adicionado no estddio Vs somente 24% do contetdido da seiva do xilema constituia-se
de ureideo e no tratamento onde o aluminio foi adicionado no estiddio Vg, foi en-

contrado somente 8% de ureideo. Os resultados obtidos com as plantas cultivadas
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em solugdo nutritiva (Figura 16b) foram estatisticamente semelhantes aqueles ob-
tidos anteriormente {Figura 10), porém a relagio ureideo/aminodcido foi bastante
alterada. Esta relacao no controle pH 6-7 foi de 1.35; no controle pH 4.0 foi 0.90
e os maiores efeitos foram notados nos tratamentos com aluminio, onde a relacao
encontrada foi de 0.12 no tratamento em V; e de 0.08 em V. Estes resultados nos
tratamentos com aluminio parecem confirmar as afirmativas de MATSUMOTO
et al. {1977a}, que observaram em plantas de soja ndo nodulantes a produgio
de pequena quantidade de ureideo. No tratamento com aluminio em V; nao foi
produzido nenhum nédulo e foi encontrado cerca de 8% de ureideo na seiva do
xilema, enquanio que no tratamento onde o aluminio foi adicionado no estadio V;
foram enconirados em média 05 nédulos por planta, produzindo 11% de ureideos.
Estes resultados parecem concordar com a idéia de que houve uma somatéria de
efeitos durante esta fase experimental (efeito do aluminio e efeito da temperatura).
Estudos anteriores descrevem os efeitos imediatos de baixas temperaturas na raiz,
sobre a atividade da nitrogenase (DUKE et al., 1979; LAYSELL et al., 1984),0 de-
senvolvimento dos nédulos (FYSON e SPRENT, 1982), a fotossintese (HARDING
e SHEEHY, 1980}, o fracionamento da matéria seca (POLLOCK et al., 1983) ou
o transporte de nitrogénio (THOMAS e SPRENT, 1984). WALSH e LAYZELL,
(1986), trabalhando com plantas de soja inoculadas e submetidas a baixas tem-
peraturas observaram uma diminuicao da taxa liquida de fixacido de N;. Como
resposta, a planta retinha nitrogénio nos tecidos das raizes noduladas e diminuia o
fracionamento de N para os tecidos jovens do caule, deste modo induzindo a remo-
bilizagao de N das folhas mais velhas e reduzindo o desenvolvimento da area foliar.
A taxa de fotossintese liquida em relagdo a uma area especifica ndo foi afetada du-
rante o periodo estudado pelos autores, entretanto a respiracao do caule e raizes
noduladas diminuiu. Estes trabalhos podem ajudar a explicar o pequeno néimero
de nédulos observados nos tratamentos com aluminio, menor produgao de matéria

seca € menor producao de ureideos. Do mesmo modo, o aumento na concentragao
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de aminoécidos encontrados na seiva do xilema (Figura 16b), poderia ser explicado
através da remobilizacao de N das partes mais velhas e aumento do catabolismo
de macromoléculas contendo nitrogenio. Assim, a agao do aluminio fol melhor
evidenciada aqui. Tanto no cultivo em vermiculita/hidropénica quanio no cultivo
em hidroponica, a adigao deste ion nos estddios iniciats do desenvolvimento das
plantas parece ter provocado inibicao da nodulacao e inibigdo da fixacao de N,.
Como consequéncia, pode ter havido menor distribuicao de N para as partes mais
jovens o que provocaria uma redistribui¢ao de solutos nitrogenados das partes mais
velhas. Como o aluminio parece induzir uma inibi¢ao da sintese de proteinas, estes

solutos estariam em constante circulagao pelo corpo da planta.

4.4.4 ANALISE DO CONTEUDO DE AMINOACIDOS EM HPLC

O fato de védrios pesquisadores ao trabalharem com plantas de soja, nodula-
das ou tratadas com sais de NO; ou de NH], analisarem o contetido da seiva
do xilema, tanto para ureideos como para aminodcidos e a constatagao de que
a presenga destes sais afetam tanto a relagdo ureideos/aminodcidos, quanto a
razao ASN/GLN transportados (STREETER, 1972; McCLURE ¢ ISRAEL, 1979;
PATE et al.,1980), levou-nos a concluir este trabalho examinando o conteido de
aminoacidos transportados na seiva do xilema, de plantas de soja inoculadas e
submetidas ao tratamento com aluminio.

STREETER (1972), trabalhando com plantas de soja noduladas, em condigoes
de campo, encontrou a asparagina (ASN) como o aminoéicido predominante no
exsudato de todas as amostras coletadas. McCLURE e ISRAEL (1979), analisando

a distribuicao de compostos nitrogenados na
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seiva do xilema, de plantas de soja noduladas, cultivadas em solugdo nutritiva
sem nitrogénio e plantas de soja ndo noduladas, cultivadas em solugdo nutritiva
contendo diferentes concentragoes de K NOs, também encontrou a ASN como o
aminodcido predominante, presente na seiva do xilema. Todavia, a concentragao
de ASN foi diferente nos diferentes tratamentos. Enquanto nas plantas inocu-
ladas ASN correspondia a 53% do total de N-aminoécidos, para as plantas nao
s noculadas e tratadas com K NOs, os autores encontraram 73% de ASN.

A anilise do conteiido de aminoécido do exsudato do xilema das plantas de soja
cultivadas em vermiculita/hidropdnica obtidos através de cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC), mostra claramente que ASN foi o aminoécido predo-
minante em todos os tratamentos (Tabela 2), seguido de glutamina (GLN) e de
4cido aspértico (ASP). Porém, analisando a razido ASN/GLN em cada tratamento
constata-se que, nos tratamentos com aluminio, esta razao aumentou muito {Ta-
bela 3). Estes resultados estdo em concordincia com aqueles encontrados por
PATE et al. {1980) em plantas de soja dependentes da fixacdo biolégica de ni-
trogénio e plantas de soja supridas com NO;3.

Os autores sugerem que a composigio da seiva do xilema pode ser usada para
avaliar a efetivida.de da fixag3o biolégica de N, em plantas noduladas. Eles relatam
gue em plantas de soja nao noduladas a porcentagem de N orgénico como ureideos,
presente na seiva, diminuiu cerca de 50%, enquanto que 2 razdo ASN/GLN aumen-
tou bastante. Os autores descrevem a hipétese sugerida em trabalhos anteriores
de que o grupo amida da glutamina é o produto inicial da assimilagdo da aménia
apés a fixagao biolégica do N; ou reducao de NOj, e que este N serve direta-
mente na sintese de glutamato e na sintese do grupo amida da ASN pela reagao
de transamidagio com aspartato. A formagdo de ureideo, baseada na biossintese
de purina, requer dois &tomos de N amida, ou como GLN, ou como ASN e um
stomo de N do aspartato, para formar 3 ou 4 dtomos de N do eideo. Isto sugere

que uma menor produgdo de ASN deveria ser esperada se os ureideos estivessem
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Tabela 2 - Composigio de aminoicidos do exsudato do xilema.!

Aminodcidos Controle Controle 10ppm AIt?  10ppm Altd

% pH6-7 pH4.0 Vi v,
ASN 30.76  38.52 48.21 48.84
GLN 21.76 23.05 14.76 11.67
ASP 11.02 11.53 11.15 0.90
PRO 2.15 1.97 3.47 3.26
SER 8.87 8.43 6.33 7.42

ILE-LEU 161 1.96 2.07 2.10
MET 3.22 3.80 0.67 0.84
VAL 0.54 0.63 1.51 1.63
PHE 1.27 1.55 0.83 0.95
ALA 1.75 1.33 211 1.69

ARG-THR 383 3.65 4.07 4.27
GLU 2.42 1.69 2.11 2.25
OUTROS  1.80 1.90 2.70 5.18

Tabela 3 - Razio ASN/GLN e concentragio de ureidcos na seiva do

xilema
Tratamento ASN/GLN % Ureideo
Controle pH 6-7 1.82 57.80
Controle pH 4.0 1.67 51.50
10ppm Al*® em V; 3.26 24.74
10ppm-Al*3 em V, 4.18 8.21

1Os dados foram obtidos da média de 4 amostras de exsudato, de plantas crescidas e vermi-
culita/hidropdnica no estidio Ry.
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sendo sintetizados. Assim, a sintese de ureideos poderia ser prevista como compe-
titiva com a formagao de ASN. Entretanto, os autores levantam ddvidas sobre esta
hipétese e sugerem que as diferencas observadas na composicio da seiva poderiam
ter outras possiveis explicagbes, como por exemplo: os nédulos poderiam simples-
mente ter baixa atividade de asparagina sintetase ou poderiam existir diferencas
bésicas na disponibilidade de 4C em oposicio aos 5C dos cetoicidos nos nédulos e
raizes, ou ainda, os nddulos e rafzes poderiam ter um comportamento diferente nas
taxas relativas pelas quais as duas amidas (ASN e GLN) sio transportadas pelo
xilema. Assim, ASN estd geralmente presente em concentragdes mais altas do que
GLN e a composigiao da seiva do xilema ndo muda muito com a forma de nitrogénio
as'similado.(por exemplo: Ny, NOg, NH{, uréia). Em contraste, as leguminosas
produtoras de ureideos, examinadas por eles, mostraram concentracoes diferentes
de compostos nitrogenados no xilema quando eram exclusivamente simbiéticas ou
quando assimilavam nitrato. Uma alta proporcio de N-ureideo e alto nivel de
GLN para ASN (razao ASN/GLN geralmente menor ou igual a 1) foi encontrado
nas plantas dependentes da fixagdo de nitrogénio. Uma redu¢io na produgio de
N-ureideo e alto nivel de ASN para GLN foi tipico de plantas que assimilaram
NO;.

Estas constatagbes concordam com os resultados apresentados na Tabela 3,
onde pode-se observar a baixa porcentagem de ureideo produzido nas plantas que
receberam zluminio no estadio V; e 0 aumento da razio ASN/GLN, enquanto que
nos controles a porcentagem de ureideo é de cerca de 50% e a razdo ASN/GLN é
menor que 2.0. Foi também observado uma ligeira redugio de metionina {(MET),
e um pequeno aumento de prolina (PRO) e valina (VAL) nos tratamentos com
aluminio. Os resultados obtidos na andlise cromatogrifica do exsudato do xilema
coletado das plantas de soja noduladas, cultivadas em hidroponia e submetidas ao
estresse de aluminio, estdo representados na Tabela 4. Aqui, também, a ASN é o

aminodcido transportado em maior quantidade em todos os tratamentos.
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Tabela 4 - Composi¢cdo de aminoicidos do exsudato

do xilema?®

Aminoécidos Controle Controle 10ppm Al*®  10ppm Al*S

% pH 6-7 pH 4.0 Vz Vg
ASN 32.10 30.84 34.77 38.24
GLN 19.99 23.16 8.75 8.28
ASP 7.28 5.47 7.45 1.80
PRO 4.98 4.64 8.76 8.81
SER 7.50 7.38 9.30 9.45

ILE-LEU 5.16 4.75 5.82 5.92
MET 4.98 5.26 3.65 1.95
VAL 4.98 3.94 5.70 5.95
PHE 3.59 5.72 2.35 0.83
ALA 3.14 2.49 3.98 4.00

ARG-THR 2.29 2.36 3.58 3.77
GLU 2.01 1.94 3.79 3.83
OUTROS 2.00 2.05 2.10 1.17

Tabela 5 - Razio ASN/GLN e concentracido de ureideos na seiva do

xilema
Tratamento ASN/GLN % Ureideo
Controle pH 6-7 1.60 57.55
Controle pH 4.0 1.33 47.53

10ppm de At  em V,  73.97 11.47
10ppm de Al*® em V, 4.61 7.69

20s dados foram obtidos da média de 4 amostras de exsudato, de plantas plantas crescidas em
solugio nutritiva no estadio Hs.
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Entretanto, a taxa ASN/GLN foi muito mais alta nas plantas que receberam
10 ppm de aluminio do que no controle pH 4.0 e no controle pH 6-7. A porcenta-
gem de ureideos encontrados na seiva do xilema diminuiu muito & medida que o
aluminio foi adicionado mais cedo, todavia a relagdo ASN/GLN foi maior do que
3 nos tratamentos com aluminio (Tabela 5). Quando estes resultados sio compa-
rados com aqueles apresentados na Tabela 3, resultantes das andlises realizadas
com as plantas cujas raizes sé recebiam aluminio na porgio apical, observa-se que
o efeito do aluminio é malis evidente nas plantas cultivadas em hidroponica. Nas
plantas que receberam este elemento quando os nédulos jd haviam iniciado seu
desenvolvimento(10 ppm de Al*3 em V;, e V3), a nodulagao foi pequena, em am-
bos os sistemas de cultivo, porém foi muito menor nas plantas em hidropdnica e
a{ ocorreu também menor producio de ureideos e maior razio ASN/GLN. Nas
plantas que receberam aluminio no momento da inoculagdo, a porcentagem de
ureideo produzido e a razdo ASN/GLN sdo semelhantes, em ambos os sistemas de
cultivo, mesmo com a presenca de nédulos no cultivo em vermiculita/hidropénica
e ausencia deles no cultivo em _hidrop(‘)nica..

Estes resultados s3o bem semelhantes dqueles encontrados por McCLURE e IS-
RAEL (1979) em plantas de soja ndo inoculadas recebendo nitrogénio combinado,
onde as formas predominantes de nitrogénio transportado foram aminodcidos e ni-
trato, e com plantas de soja noduladas, os ureideos foram o maior agente de trans-
porte de nitrogénio do xilema. Estes resultados também confirmam a sugestao
anterior de que o alumfnio afeta diretamente a atividade nodular. SCHUBERT
(1981). comparando a atividade de enzimas da biossintese de purinas observou
que, no estidio inicial do desenvolvimento de plantas de soja, um rapido declineo
na concentragio de aminoécidos no exsudato do xilema assinala o infcio da fixagao
ativa do nitrogénio e um aumento linear na massa do nédulo. Entretanto, nos

“tratamentos com aluminio deste estudo, o nimero de nédulos foi sempre muito

pequeno, mostrando que o aluminio afeta o desenvolvimento dos nédulos ji for-
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mados {caso dos tratamentos em V. e V3), bem como inibe a formagao dos ndédulos
ou talvez a infecgio do Bradyrhizobium japonicum (caso dos tratamentos em Voe
Vi)

Baseados nas medidas “in vitro” do requerimento de ATP para a redugao de
N, pela nitrogenase e estudo com plantas inteiras do efeito da alteragao da fo-
tossintese sobre as taxas de fixagio de nitrogénio, varios trabalhos tém sugerido
que a disponibilidade de carbono reduzido fotossintéticamente, é o maior fator
limitante da fixagio biolégica do nitrogénio (HARDY e HAVELKA, 1977). Esta
descricio dos efeitos da fotossintese sobre a fixacdo biolégica de nitrogénio pa-
rece estar em concordéancia com os resultados apresentados aqui, pois em todos os
experimentos pode-se observar a pequena produgéo de matéria seca pelas folhas,
nos tratamentos com aluminio. Este efeito foi mais acentuado nas plantas culti-
vadas em solu¢io nutritiva, onde o aluminio agia diretamente em todo o sistema
radicular, e mais suave nas plantas cultivadas em vermiculita/hidroponica.

Conforme discutido na revisio da literatura, a diminuicéo da nodulagao e fun-
cionamento dos nédulos provocada pela presenca do aluminio induziu a deficiéncia
de nitrogénio e limitou o crescimento da planta. Por outro lado, a diminuigao do
crescimento da planta provocado pela presenga do aluminio limitou a nodulagao
e a fixacio do Nz. Seguindo as sugestoes de MUNNS et al. (1981}, os resultados
parecem concordar com a primeira afirmativa, onde a diminui¢do da nodulagdo,
constatada pela contagem dos nédulos e sua producio de matéria seca, e o baixo
funcionamento dos nc’:dﬁlos, observada através da anélise do teor de urefdeos e
aminoacidos e da razdo ASN/GLN transportados, apontam para a deficiéncia de

nitrogénio, o que pode ter provocado o menor crescimento das plantas.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos através deste trabalho permitiram estabelecer as seguintes

conclusoes:

~ O aluminio inibe o processo de nodulagao em plantas de soja (Glycine
maz (L.) Merril cv. Santa Rosa), exercendo seu efeito tanto sobre o

estabelecimento dos nédulos como sobre seu crescimento;

— A inibi¢io do estabelecimento dos nédulos é uma fungéo mais do pH
baixo do que do aluminio “per si”, enquanto que a inibicdo do cresci-
mento dos nédulos é devido principalmente ao aluminjo e nao ao pH

baixo;

— O efeito do aluminio sobre a nodulagdo ocorre em concentragoes bai-
xas {até 2 ppm) e ndo é muito intensificado por concentragSes maiores
(5 ou 10 ppm), enquanto que os efeitos deste fon sobre o crescimento
e/ou desenvolvimento da planta inteira sio aumentados em fungio da

concentragao; —

~ Independente do seu efeito sobre a nodulagdo, o aluminio inibe a
producéo de ureideos, o que indica uma inibigdo do processo de fixacao
do nitrogénio. Um aumento na razdo ASN/GLN, constatado através
da analise de amino#cidos transportados pelo xilema, também confirma

esta afirmativa;
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— O aluminio exerce estes efeitos sobre a nodulagao e sobre a atividade
do nédulo mesmo quando aplicado de forma indireta, ou seja, na regiao
mais profunda do sistema radicular, distante dos sitios de nodulagao.
Entretanto, os efeitos sio mais pronunciados quando o fon é aplicado

diretamente na regiao dos nddulos;

— Os dados obtidos aqui, permitem sugerir que a corregao dos solos
4cidos, com alto teor de aluminio, apenas na camada superficial (ca-
mada arével) nio é suficiente para eliminar os efeitos prejudiciais deste
fon, sobre a nodulagio e sobre o fracasso de fixacdo de N3, em plantas

de soja (Glycine maz (L.) Merril cv. Santa Rosa).
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6 RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito indireto do aluminio, simulando calagem
superficial de solos icidos, sobre a fixagdo biolégica do nitrogénic em plantas de
soja (Glycine maz (L.) Merril cv. Santa Rosa), este trabalho foi desenvolvido em
duas etapas.

A primeira foi conduzida objetivando-se avaliar o efeito direto do aluminio so-
bre a capacidade da planta em fixar o nitrogénio. Inicialmente as plantas foram
inoculadas com Bradyrhizobtum japonicum e cultivadas em solugao nutritiva sem
nitrogénio, pH 4.0, baixa concentracdo de fésforo e com niveis de 2, 5 e 10 ppm
de aluminio. Um controle pH 4.0 foi utilizado a fim de se obter melhores esclare-
cimentos do efeito da acidez do meio sobre a fixagdo biolégica do nitrogénio.

Os resultados parecem indicar que a redugdo do estabelecimento dos nédulos
estd mais na dependéncia da acidez do meio do que em fung¢io da presenca do
aluminio, enquanto que a redugao do crescimento dos nédulos foi um efeito direto
da presenca do fon em questao. Se, por um lado, os efeitos do aluminio sobre
o processo de nodulacio nio foram linearmente correlacionados, por outro lado,
observou-se que o crescimento e/ou desenvolvimento da planta como um todo,
foram dependentes da concentragdo do ion no meio de cultura.

Para esclarecer o efeito do aluminio aplicado em diferentes estddios do desen-
volvimento das plantas de soja, um experimento foi conduzido sendo o aluminio
(10 ppm) adicionado a solugdo nutritiva no estddio Vo junto com o inéculo, visando

verificar seu efeito sobre o estabelecimento dos nédulos; no estidio V, com a fina-
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lidade de verificar seu efeito sobre o crescimento dos nédulos e no estddio Ry, ou
seja, apbs o crescimento dos nédulos para verificar seu efeito sobre a nitrogenase.
Os resultados obtidos mostram que o efeito do aluminio sobre a nodulagao é maior
quando o fon estd presente logo nas fases iniciais do desenvolvimento da planta.
Independente do seu efeito sobre 2 nodulagio o aluminio induziu uma redugao dos
teores de ureideos bem como um aumento da relacdo de ASN/GLN presentes na
seiva do xilema, sugerindo um efeito inibitério no processo de fixagdo simbidtica
do Nz.

A segunda etapa foi designada para investigar o efeito do aluminio presente
somente na parte apical do sistema radicular. Para isto, utilizou-se um sistema
que possibilitou a aplicagdo do fon apenas na parte mais profunda das rafzes (em
hidropénica). O aluminio inibiu tanto a nodulagdo quanto a atividade dos nédulos,
Estes dados permitem sugerir que a corregao dos solos 4cidos, com alto grau de
aluminio, apenas na camada superficial (camada arével) nao é suficiente para
sobrepujar os efeitos prejudiciais deste fon, principalmente sobre o processo de

nodulagao.
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