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EFEITO DE FATORES AMBIEHNTAIS NO DESENVOLVIMENTO
DA Azoffa E RECUPERACAO, PELO ARROZ (0Oryza satdiva L.),
DO N('°K)-Azofta IKCORPUORABO &0 SCLO

MARIA DE LOURDES L1VA

Orientador: SIU MUl TSAI SAITO

RESUMO

Foram realizados ensaios, em casa-de-vegetacgao,
a fim de se observar efeitos do meio ambiental sobre o comple-
X0 sémbiético AzollLa-Anabaena. Baseado em estudos da atividade
da nitrogenase, propos-se uma metodologia para medidas "in si-
tu', na qual n3o ocorre perturbacao no ambiente de desenvolvi-
mento da AzoffLa. Concluiu-se que a metodologia proposta € via-
vel.

Especies de Azofla foram submetidas a 3 niveis
de pH em solugao nutritiva. Constatou-se diferengas vakietais,
sendo que as espécies que se mostraram mais tolerantes a aci-
dez foram a A. microphylla e A. 6&2&cu£01deé, pelo maior acumu
lo de nitrogenio na matéria seca e produgao de biomassa, en- -
quanto que A. niﬁoiic& foi a mais sensivel,

A variagao da atividade da =nzima nitrogenase

foi correlacionada com a intensidade luminosa e temperatura diur
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na, obtendo-sg o‘ponto de maxima atividade diurna.

AzollLa caroliniana foi marcada com '°N em solu-
cao a 4% atomos '°N, na forma de uréia (100 ppm de N), obten-
do-se material marcado a 2,81 % atomos 5N, o qual foi incorpo
rado a solo Terra Roxa Estruturada. Apos um periodo de trés se
manas, plantou-se arroz (IA€-1278), sob regime de inundagao.

Para se determinar as taxas de recuperagao, pe-
lo arroz, do nitrogénio da AzoflLa incorporada ao solo, dois me
todos foram utilizados: metodo direto, onde incorporou-se Azol
La caroliniana marcada (2,81 % at. '5N), em duas doses (10 e
20 g de materia fresca por vaso), alem do controle sem incorpo
racao e indireto, utilizando-se solo TRE marcado a 0,7 % '°N,
ja estabilizado, ao qual foi incorporada Azoffa caroliniana nao
marcada, nas mesmas doses do método direto.

Atraves do metodo direto foi determinada uma re
cuperagég de 11 e 13% respectivamente, para a maior e menor do
se4de Azolfa incorporada. Este metodo mostrou-se ser o mais pre
ciso em comparagao com o metodo indireto que, pe]é grande va-
riabilidade nas medidas nao € recomendado para este tipo de de

terminagao.
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SOME ENVIRONMENTAL EFFECTS ON THE Azolla
DEVELOPMENT AND RECOVERY, BY RICE (Oryza sativa L.),
OF THE N('°N)-Azoffa INCORPORATED IN THE SOIL

MARIA DE LOURDES LIVA

Supervisor: SIU MUI TSAI SAITO

SUMMARY

Experiments were carried out under gremﬂbuse
conditions to study, environmental effects on the Azoffa-Ana-
baena as;ociétion. The need of an appropriatevmethod to measure
the nitrogenase activity of Anabaena was discussed, as well as
the purpose of a method for "in situ'" measurements. The method
showed more accuracy and can be applied to routine analyses.

"Varietal diferences weré-observed and A. michrho-
phylla and A. filiculoides were the most tolerant species to
low>pH solution. They showed the highest biomass production
and N accumulation in dry matter. A ndifotica was the most
sensitive species to pH.

Azofla canoliriiana was labelled by using 1.‘r’l‘l—urea
(100 ppm) in solution at 4% atom *°N excess. Fresh Azoﬂ{a at

15N

enrichment of 2.81% atom in plant tissue, was incorporated



eXVii,

(10 and 20 g fresh weight per pot) to an Oxic Paleudalf Soil
("Terra Roxa Estruturada' and incubated for 3 weeks. Rice
(tAC-1278 variety) seeds were sown and flooded after
emergence.

Two methods were used to follow the N-Azof-
La recovery in rice: (a) direct method, incorporating
labelled AzofLa (2.81% atom ISN excess) and (b) indirect
method, using labelled soil (0.7% atom *°N exgess) and
unlabelled Azolfa.

The recovery of N averaged 13% and 11% when
10 and 20 g of Azelfla per pot were used, respectively.
Measurement errors by using direct method was averaged 10%
and 13% for 10 and 20 g of Azofla, respectively. The indirect
"method gave errors higher than 50%. The dfrect me thod
showed, therefore, to be more accurate under this

experimental condition.



1. INTRODUGAO

0 complexo simbiotico AzoflLa-Anabaena azollae,
uma '"indestrutivel fabrica de fertilizante nitrogenado', como
e Cbnhecida no oriente, constitui-se numa atraente fonte de a
dubagao nitrogenada para o arroz, sob condig¢oes de inundagao.

Apesar de ter sido utilizada e estudada ha mi-
lénios no sudeste asiatico, somente nos Ultimos anos tem mere
cido pesquisas no mundo ocidental, e, devido a pouca tradicao
em seu uso entre nos, ha, ainda hoje, ampla necessidade de estudos
basicos, visando sua aplicagcao no campo.

Antes de definir-se as condig¢oes para o culti-
vo da Azolfa como adubo verde em uma regiao especifica, alguns
componentes devem ser esfudados. 0s fatbres ambientais que in
fluenciam o desenvolvimento e a fixacao simbiotica do nitrogé
nio necessitam uma melhor compreensao, para que se estabeleca

um manejo adequado.



Tentativas tém sido feitas também no sentido
de uma padronizagao da metodologia para avaliagao da ativida-
de da enzima nitrogenase presente na alga Anabaena azollae . Da
dos contraditorios encontrados na literatura, podem ser devi-
dos a utilizagao de diferentes metodologias, muitas delas pas
siveis de erros.

Preliminarmente a uma otimizacao da producao
da Azoffa e a estudos econdmicos relativos a minimizacao de in
sumos que o uso da associacao pode trazer a cultura do arroz,
ha a necessidade de se estabelecer taxas de recuperacao e de
se quantificar o nitrogenio proveniente do uso de Azolla que
seria de fato aproveitado pela cultura. 0 usodo nitrogéhio-ls
€ tido como importante ferramenta na obtengao de respostas quan-
to a viabilidade da utilizagao da Azoffa como adubo verde sob
nossas condigoes.,

Apos um delineamento das caraéterfsticas agro-

AN

nomicas desejaveis da associagao AzolLa-Anabaena, um programa
de melhgramento basico podera ser estabelecido para selecionar
as espécies portadoras dessas caracteristicas.

0 presente trabalho teve por objetivo a ob-
tencao de algumas informagoes basicas sobre o complexo sim-
biotico AzollLa-Anabaena azollae em condicoes controladas de
casa-de-vegetacao. Desse modo, relacionou-se fatores émbien;

tais como pH, luz, temperatura, fontes e doses de nitrogenio

com o desenvolvimento e a atividade da nitrogenase da Azof{la.



Estudou-se tambem uma metodologia adequada para a medida da a-
tividade enzimatica e atraves da utilizacao da Azoffa marcada
com *3N, foram obtidas taxas de recuperacao do N proveniente da

Azolla pela cultura do arroz,



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Azolla: uma apresentacao

AzolLa € uma pteridofita aquatica, flutuante,
originalmente nativa da Asia, Africa e das Americas. As espé-
cies de Azolfa sao comumente encontradas em lagos, tanques,

campos arrozeiros e outros ecossistemas aquaticos. Gracas a a

[0}

¢ao do homem, animais e outros meios naturais de dispersao,
AzolLa tem hoje uma larga distribuicao em regioes tropicais e
temperadag (Figura 1). Algumas das espécies adaptam-se princi
palmente nas regioes tropicais e subtropicaié, enquanto outras
desenvolvem-se tanto em condigoes de clima tropical como tem
perado. (LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982).

Botanicos do mundo todo tém, ha muitos anos,
demonstrado especial interesse pela Azofla, devido ao fato des-

ta planta normalmente viver em relagao simbidtica com uma cia
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Figura 1 - Distribuicdo das espécies de AzofLLa .(LUMPKIN e
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PLUCKNETT, 1982).
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nobactéria, fixadora de nitrogénio, Anabaena azoflfae, o que da
ao sistema a capacidade de um perfeito desenvolvimento, em meios
onde ha auséncia de fonte de nitrogénio.

Strasburger, em 1873 (citado por MCORE, 1969),
ja havia observado essa associagao, constatando a presenga da
cianobactéria Anabaena azoflae, situada nos lobulos, dorsais

da AzoffLa. Posteriormente, autores como . 0ES (1913); SAUBERT
(1949), MOORE (1969); BECKING (1976) e ASHTON e WALMSLEY. (1976),
evidenciaram ser este sistema fixador de nitrogénio.

PETERS e MAYNE (197ka), separaram a alga da plan
ta, observando que somente esta Ultima desenvolvia-se em am-
biente com N-combinado, e que isolada, a Anabaena nao mais fi
xava o nitrogénio, perecendo.

Stewart (citado por BECKING, 1976) verificou que
a associagao simbiotica no sistema fixador era caracterizada
pelo fornecimento de carboidratos a alga pela planta, que re-
cebia, em troca, todo o nitrogénio necessario ao seu desenvol
vimento. |

Receﬁtemente, Azolla tem merecido estudos mais
aprofundados nos paises em desenvolvimento, devido ao seu al-
to potencial de utilizagao como adubo verde, em culturas agri
colas desenvolvidas sob condigoes de irrigagao por inundagao,
especialmente no arroz, uma vez que, com esta finalidade ela
ja vem sendo usada, ha séculos, na China e no Vietnam. WATANA-
BE et afil (1977) mostram o elevado potencial que a planta o-

ferece, para aumentos na produgao de arroz, funcionando como



uma excelente alternativa para a substituicao do fertilizante
nitrogenado, com um custo comparativamente baixo.

Segundo LUMPKIK e PLUCKNETT (1982) sob condi-
coes de campo adequades, Azoffa pode dobrar seu peso cada 3-5
dias e fixar nitrogénio atmosferico numa taxa que em mdito ex
cede aquela da relacao simbiotica Rhizobium-leguminosa. Pode
acumular de 2 a 4 ou mais kilogramas de N/ha.dia (equivalente
a 10-20 kg de sulfato de amonia).

Como a relagao C/N da Azofla erelativamente bai
xa (7:1 a 18:1), apresenta uma rapida decomposig¢do, quando in
corporada ao solo. 0 composto humico resultante dessa incorpo
racao, alem de funcionar como fonte de nutrientes, influencia
algumas propriedades fisicas e quimicas do solo, aumentando a
capacidade de retencao de agua, promovendo a aeracgao ,
a drenagem, uma melhor agregacao das particulas do solo, com

efeitos benéficos na CTC (FAO SOiLS BULLETIN, 1978). -

2.1.1. Biologia

0 nome Azofla, proveniente do grego Azo (se-
car) e 0LLyo (matar), designa um género de plantas de habitats
aquaticos e semi-aquaticos, que na c]assificagéo taxonomica es -
ta agrupada no geénero Safvinia, ordem Salviniales, na fami-
lia monotipica AzofLaceae. 0 Quadro 1 nos mostra um sumario

de classificagao taxonomica dessa planta.



Quadro 1 - Sumario de classificagao taxonomica da Azolla

(LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982),

DIVISAO Pteridofita

CLASSE ' Filicopsida

ORDEM Salviniales

FAMTLIA Azollaceae

GENERO Azolla

SECGAO Azolla Rhizospenma
ESPECIES caroliniana A. nilotica

§Liliculodides A. pinnata

A,

A.

A. mexdicana
A, microphylla
A. rubra

VARIEDADES A. pinnata var. Imbri
' cata

A. pinnata var. Pinna

ta

Azofla € constituida de pequenas folhas verdes
flutuantes, alternadas, sobrepostas, compostas e pinadas, que
recobrem o caule e os ramos. Os foliolos contém dois 16bulos:
um ventral e um dorsal. 0 lobulo dorsal & aéreo, clorofilado

e espesso, contendo uma concavidade. O lobulo ventral € sub-



merso, aclorofilado e fino (ASHTOCN e WALMSLEY, 1976; PETERS,
1978 a) .

Nos l1obulos dorsais das folhas, dentro das ca-
vidades dos folfolos estd presente a alga Anabaena Azoflae (Ficu-
ra 2), que viveno microambiente proporcionado pelo meristema a-
pical da folha da Azoffa, nao sendo, normalmente, encontrada
em vida livre (ASHTON e WALMSLEY, 1976; LAMBORG, 1977).

Anabaena azolfae é pertencente ao grupo de cia
nobactéria, que é o nome utilizado atualmente para designar as
algas anteriormente denominadas cianoficeas (STANIER e aliL,
1971). Q

As cianobactérias compreendem o uUnico grupo den
tro das algas em que ocorre espécies fixadoras de nitrogéenio.
Esfés microrganismos procariotos fotossinteticos contéem pig-
mento como clorofila a, carotenos, xantofilas e ficocianina,
que em combinacao produzem a cor azul esverdeada caracteristi
ca do grupo (STEWART et afii, 1978).

A morfologia das cianobactérias € bastante va-
riada: encontram-se desde as mais simples, unicelufares, ate
as mais complexas, que sao ramificadas com filamentos multis-
seriados. A celula tem uma forma bem definida, cercada por fir
me parede celular e frequentemente envolvida numa camada de
mucilagem,rsendo que nasAcélulas filameﬁtosas, a estrutura vi

va encontrada dentro dessa camada € denominada tricoma.
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perior da folha.
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A Anabaena azollae encaixa-se nesse grupo de
algas filamentosas, as quais possuem, no interior do tricoma,
uma célula diferenciada; o heterocisto, que € o sitio de fixa
¢ao no nitrogénio (Figura 3), funcao esta que lhe € atribuida
por fornecer a enzima nitrogenase uma protecao contra adesati
vagao causada pelo 0,. Esta protegao se deve pelo fato de nao
ocorrer fotossintese nestas células e por constituir uma bar-
reira mecanica a difusao do oxigenio (HASELKORN, 1978).

As algas gilamentosas que possuem o heterocis-
to podem fixar nitrogénio em meio aerébiEo, anaerobico e mi~
croaerofilico, sendo que em condigoes anaerobicas pode ocor-

rer fixacao também nas células vegetativas {STEWART, 1973).

_~libreus

glu ~—> other
metabolites

RADPH NADPH

r.bsp(.._i__apgluc& glchP
Vi

AP
HETEROCISTO CELULA VEGETATIVA
Figura 3 - Heterocisto - Modelo do fluxo de Carbono e Nitrogé-

nio entre heterocisto e célula vegetativa em ciano
bactérias (HASELKORN, 1974).
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2.2. Fisiologia

As informagoes a respeito dos processos vitais,
composigao e fatores ambientais que afetam o complexo simbio-
tico Azolla-Anabaena sao ainda bastante limitadas (LUMPKIN e
PLUCKNETT, 1982). Muitas questoes fundamentais sobre a fisio-
logia e a bioquimica da simbiose permanecem sem resposta, par
ticularmente em relagao a especificos caminhos metabolicos ni
veis enzimaticos e controle da simbiose, bem como da relagao
desses com os fatores ambientais. Além disso, os conhecimen-
tos que se tem ainda hoje sobre gquase todos os aspectos da al
ga simbionte Anabaena nao podem ser chamados de satisfatorios.

De acordo com MOORE (1969), fatores que levam
a uma gpnt}nuidade da existéencia dessa assoéiagéo € um enigma
peis & improvavel que a infecgao através da agua, que € ca-
sual, seja Fesponsével pela quase invariavel presenga da alga,
uma vez que o lobulo superior da folha nao esta em contato di

reto com a agua e, muito dificilmente € umedecido.

2.2.1. Crescimento

Como uma planta aquatica flutuante, que se re-
produz vegetativamente através de fragmentagao, Azoflfa € ca-
paz de manter uma taxa de crescimento exponencial, quando man

tida em otimas condigoes. (LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982). Experi
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mentos de WATANABE et alil (1977), mostram que, quando desen-
volvida em solugao nutritiva, com um balan¢go adequado de nu-
trientes, Azoflfa dobrou sua massa num periodo de 3 a 5 dias,
durante a primeira semana de desenvolvimento, apos a inocula-
¢ao. PETERS ef alii (1980a), utilizaram espécies de Azofla de
rapido crescimento vegetativo (A. caroliniana, A. filiculod -
des, A. mexicana e A. pinnata), observando que, em condicoes
otimas, em laboratorio, elas foram capazes de dobrar a biomas
sa em 2 dias, ou ate menos.

Sob condigoes naturais, esse crescimento vege-
tativo extremamente rapido pode, segundo PETERS e CALVERT .
(1983), torna-las ou uma cultura com potencial extremamente al-
to, ou uma planta daninha totalmente indesejavel. Tudo depen-
de do local onde esse desenvolvimento ocorre.

PETERS e MAYNE {(1979), numa analise dos fato-
res de crescimento da Azoffa, asseguram que o crescimento é
dependente do ar, luz, agua e elementos minerais, com exceg¢ao
do N mineral, uma vez que todo nitrogenio necessario a Azoflla
provem da fixagao do N, atmosférico, pela Anabaena.

A curva de crescimento da Azolfa, quando em con
digoes controladas favoraveis, apresenta-se como uma curva lo
gistica (sigmoide), que pode ser decomposta em duas fases: a fase
exponencial, que caracteriza-se pelo tempo requerido para do-
brar a biomassa. De acordo com as informagoes disponiveis na
literatura, em condigoes de campo, esse tempo situa-se por vol

ta de 3 - 10 dias (VAN HOVE e LOPEZ, 1983).
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A outra fase seria a chamada '"limitante', quan
do ha o aparecimento progressivo de um fator limitante; o pri
. . . - 1 4 . . r

meiro a surgir seria concernente a superficie disponivel. Co-
meca por um periodo no qual o incremento diario da biomassa €
quase constante e prossegue ate que a densidade populacional
. T . -

corresponda a um recobrimento correspondente a um indice de a
rea foliar de 4%. Em condigoes favoraveis, esse periodo dura
aproximadamente 10 dias. Segue-se entao um periodo durante o
qual o crescimento diminui cada vez mais. Isto se explica por
que as plantas situadas na superficie do '‘tapete' de Azofla

. . .~ . 1 d . -

no campo mostram, gradativamente, deficiencia hidrica, e as
vezes um deficit de nutrigao; suas raizes dificilmente atra-
vessam as camadas superpostas de Azofla, enquanto que as plan
tas situadas nas camadas mais abaixo vao recebendo cada vez

menos luz. Por fim, o crescimento torna-se nulo, depois neda-

tivo e a populacao comega a morrer.

2.2.2. Composicao

Um peso da matéria seca que varia de 4,8% a
i,7z do peso da materia fresca tem sido reportado para as es-
pecies de AzofLla, por autores como MOORE (1969); BUCKINGHAM
et afii (1978); PETERS et afi4 (1980a). PETERS e CALVERT(1983)
relatam que ha numerosos dados nao publicados sobre rélagéo
peso da matéria seca/peso da matéria fresca para as quatro es

pecies por eles estudadas (A. caroliniana, A. filiculoides, A.
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mexicana e A. pinnata), onde valores de 6,02% e 1,02% foram
alcancgados.

Muitas vezes o peso de materia seca e calcula-
do atraves de multiplicagcao do peso da materia fresca pela %
de materia seca de uma pequena subamostragem. Torna-se um pro
blema o calculo correto da relagao peso da materia seca /peso
materia ‘fresca da Azoffa, uma vez que nao ha uma padronizagao
nos métodos de remog3o da agua aderida a superficie das plan-
tas.

Embora a materia seca normalmente contenha de
3-6% de nitrogenio (MOORE, 1969; TALLEY e RAINS, 1980; TAL-
LEY et alid, 1977; WATANABE et afii, 1977), esse teor € extre
mamente influenciado pelas condigoes de crescimento.

TALLEY e RAINS (1980), encontraram, em espé-
cies de AzofLla, 30 valores para teor de N, variando de 2,2% a
5,6%, em funcao da variagao das intensidades luminosas e dos
regimes de temperatura noite/dia.

LUMPRIN e PLUCKNETT (1982), afirmam que o teor
de njitrogenio da Azoffa € normalmente na faixa de3,5-4,0% . Ain-
da segundo esses autores, em condig¢oes de cultivo normal, os
fatores que mais inf]ueneiam o teor de N na plénta sao . a
disponibilidade de fosforo e a temperatura.

De acordo com WATANABE et afi4 (1977), a rela-
gao C/N da Azolla afeta a taxa de decomposigao da planta quan
do incorporada ao solo. Sao relatados yaloresde 7:1 a 8:1 pa-
ra Azoffa (PETERS, 1977); PETERS et alil, 1980a;PETERS ¢ CAL-

VERT, 1983).
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Experimentos de campo conduzidos na China por
LUMPKIN e autores chineses, mostraram valores da relagao C/N
de 8,3:1 a 13,5:1 para varias espécies de AzofLa (LUMPKIN e
PLUCKNETT, 1982). 0s teores de C da materia seca da Azolffa nao
apresentam grandes variacoes entre os trabalhos, variando sem
pre de 41,5 a 45,3% (PETERS e CALVERT, 1983).

0 teor de proteina da Azoflfa fica entre 13 a
30%, com base em seu peso seco (NEWTON éCAVHB, 1976; VARGHESE
et afii, 1976; BUCKINGHAM et abii, 1978; SINGH, 1979). Analises
de aminoacidos livres da planta e ensaios com ratos indicaram
que, deficiéncia nos teores de lisina, metionina e hisiidina,
além do alto teor de minerais, e baixo grau de digestibilida-
de, contribuem para que Azoffa nao possa se prestar como fon-
te(ﬁnica de alimentag¢ao aos animais.

. De acordo com VARGHESE et afif (1976); BUCKINGHAN
et afidi, (1978); FUGIWARA et alii (1947) e SHI:SU-LIAN et alid,
(1978) (os dois ultimos citados por LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982),
as porcentagens dos outros elementos constituintes da Azofla
sao: celulose: 5,6 -15,2; hemicelulose: 9,76 -17,9; lignina
9,3-34,8; cinzas: 9,7 -23,8; gorduras 4,4 -6,3; fibras deter

gentes acidas 26,6; fibras detergentes neutras 39,2.
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2.2.3. Fotossintese

A simbiose se caracteriza pelo fato de os 2
simbiontes serem fotoautotroficos; com metabolismo fotossin-

tético do tipo C, (VAN HOVE e LOPEZ, 1983). De acordo com PE-

3
TERS et alid{ (1979), os pigmentos responsaveis pela captura
luminosa dos dois individuos (AzoffLa e Anabaena), sao comple-
mentares. A Azoffa contém clorofila "a' e "b" enquanto a alga
contem clorofila a e ficobilina. Ambos contém caratencides. Se-
gundo diversos autores (PETERS e MAYNE, 1974a; RAY et alid,
1978; PETERS et alii, 1979), a alga contribui com 15 a 20% do
total de clorofila da associacao.

A fotossintese feita pela Anabaena nao é inibi
da pelo 02 atmosferico e o ponto de compensagao situa-se em tor
no de L ppm de Co,, tanto a 20% como a 2% de pressao parcial
de 02. Embora estudos com a Anabaena isolada das cavidades da
fqlha tenham demonstrado sua fisiologia, esses estudos nao as
extrapolaram, necessariamente, ao estado simbiotico.

Estima-se que a Anabaena contribui em cerca de

6% a 10% do total da capacidade fotossintética da associagao

(KAPLAN e PETERS, nao publicado, citado por PETERS e CALVERT,
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1983).

VAN HOVE e LOPEZ (1983), estudando o fator
luz, relatam que a fotossintese na associagao, se saturaa cer
ca de 20.000 lux, e nao diminue até valores de 100,000 lux,
sendo que o'fotoperfodo pouco influéencia a atividade fotossin
tética e o crescimento aumenta ainda que nao linearmente com
a duragao da iluminacao. 0 maximo se alcanga com o regime de
iluminacao continua.

Segundo PETERS e CALVERT. (1983), na Anabaena,
como ocorre com as cianobacterias em geral, a quantidade de
fotossintatos produzida € maior na faixa de luz que Qai de
580 - 640 nm, que € arregiéo de absorcao da ficobiiina. Pros-
seguindo, esses mesmos autores constatam que os espectros de a
gédtda fotossintese na associacao e na AzoflLa sao muito simi-
lares um ao outro, e a outras plantas verdes, com o maximo
"'quantum' produzido ocorrendo entre 650 e 670 nm.

BECKING e DONZE (1981), puderam diferenciar ca-
pacidades fotossintéticas entre os simbiontes presentes em 3
espécies de Azolla (A. pinnata, A. caroliniana e A. fiLiculoi
des). Havia diferengas na composicao dos pigmentos e na ativi
dade da nitrogenase entre cianobactérias das especies de Azol
£La. Ha indicios da superioridade do simbionte da Azofla pinna
La. ‘

Sugerem esses autores que, através da selegao,
cultivares mais eficientes fotossinteticamente podem ser obti-

das e, futuramente, através de técnicas mais avangadas como
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mutacao e manipulacao genética, poderao ser utilizados clo-

nes mais eficientes para a agricultura.

2.2.4. Fixacao do Nitrogenio pela Anabaena

0 fato da simbiose Azella-Anabaena reduzir ni-
trogénio atmosférico a amonia atraves da enzima nitrogenase ,
tem permitido que a associagao sobreviva competitiva e satis
fatoriamente em meios isentos de nitrogénio. Mesmo quando de-
senvolvida em meiovcontendo nitrogenio, uma parte do nitroge-
nio total requerido pela associacao sera proveniente da agua,
'sendo a outra porgao fixada do N atmosférico, pela alga Ana-
baena (NEWTON e SELKE, 1981). Ao contrario do que ocorre com
a simbiose leguminosa-Rhizobium, a atividade da nitrogenase
da Anabaena nao cessa quando submetida a loﬁgos periodos com
concentracoes adequadas ou excessivas de nitrogénio combinado
no meio (PETERS, 1978b).

A reducgao do N, a amonia, e catalizada pela ni
trogenase a qual consiste de duas diferentes proteinas (1 Mo-
libdénio-Ferro proteina e 1 ferro-proteina), que sao desativa
das pela a¢ao do oxigénio. Como Anabaena reduz nitrogénio em
condicoes atmosfericas normais, supoe-se que o sitio de fixa-
cao de N sejam os heterocistos presentes na alga, que tém a
capacidade de proteger a enzima nitrogenase tanto do oxigénio

atmosférico quanto do oxigénio intracelular, produzido pela
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fotossintese, (PETERS e CALVERT, 1983). Segundo PETERS (1975),
o fato de ndo haver fixagao de €0, nos heterocistos da alga
Anabaena confirma esta hipotese.

0 simbionte Anabaena pode suprir seu hospedei-
ro Azolfa com todo o nitrogénio requerido pela pteridofita, ou
até mais que o necessario para a associacao. Estudos realiza-
dos por PETERS ot afil (1580b) revelaramque Anabaena, quando isolada
e incubada em meio de cultura, exuda quantidades superiores a
50% de seu N fixado na forma de amonia. Esta observagao levou
a estudos sobre as enzimas presentes na Anabaena e na Azolla,
que estariam envolvidas na assimilagao da amonia. Resultados
encontrados mostraram que ambos os organismos sao capazes de
assimilar amonia via as enzimas glutamina sintetase, glutamato

sintase e glutamato desidrogenase (RAY et afii, 1978).

2.2.4.1. Acumulo de nitrogenio pelo complexo

simbiotico

0s dados de acumulo de N pela Azofla sao, em
geral, bastante concordantes dentro da literatura especializa
da. LUMPKIH e PLUCKNETT. (1982) citam trabalhos de LUMPKIN,
desenvolvidos juntamente com pesquisadores chineses, onde ta-
xas de acumulagao de nitrogénio, pela Azolla 6£Zicu£oidéé, foi
relatada como sendo de 10,5 kg N/ha dia, enquanto a materia

verde era de 36,3 t/ha, com um tempo de 4,8 dias para dobrar



‘2].

a produgao de massa.

TALLEY e RAINS (1980), reportam uma taxa de
2,7 kg N/ha dia sob condigoes de campo, e WATANABE et alid
(1980), calcularam uma média diaria de 1,4 kg N/ha dia. Essas
taxas significativamente menores, poderiam ser devidas a dife
rencas no calculo com base na produgao de massa verde, atra -
vés de médias de longos periodos de acumulo e nao terem sido
fornecidas condigcoes o6timas para o desenvolvimento da Azolla.

Experimentos sob condig¢oes de casa de vegeta -
cao, realizados por WATANABE et aldii (1977), indicam taxas
de acumulo de N da ordem de 7,8 mg N/peso seco, por dia. Ain-
da nesse trabalho, encontrou-se taxa de 1,1 kg N/ha dia, quando
AzoflLa foi avaliada em condigcoes de campo.

| Segundo o Boletim de Solos da FAO (1978),a sim
biose AzoLLa-Anabaena pode produzir 103 kg de massa verde/ha/
/dia, eontendo 3 kg de nitrogenio fixado, o que equivale a 15
kg de sulfato de amonio, ou 7 kg de ureia.

Estima-se que, nos paises em desenvolvimento,
atraves do cultivo de Azoffa, poder-se-ia preduzir 1,5 tonela
da de nitrogénio /ha/cultura de arroz inundado.

Porém, esse acumulo de massa verde e de nitro-
génio esta, obviamente, ligado a quantidade de inoculo inicial
de Azofla aplicado ao campo. De acordo com o Boletim de Solos
da FAO (1978), comega-se o cultivo com & toneladas de Azoffa (peso da
materia.fresca)/hectare (muitas vezes, essa quantidade & remanes

cente de uma cultura prévia da Pteridofitano local). .Partin-
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do-se desse inoculo, consegue-se, através de aproximadamente 10
colheitas num perfodo de 3 a 4 meses, uma produgao de, aproxi
madamente, 160 ton/ha, que contém cerca de 425 kg de N/ha (e-
quivalentes a mais de 2 toneladas) de sulfato de amonio, ou,
cerca de uma tonelada de ureéia

MALAVOLTA et afid (1981), indicam que, de acordo
com as taxas de fixacao de N estimadas pelo método da redugao
de acetileno, o acimulo de N fixado, esta em torno de 100 a
600 kg N/ha/ano e que a maior parte deste N so e disponivel a
pos morte e decomposigao das plantas.

Trabalhos de WATANABE (1978), mostram que, co-
letando-se Azoffa, de parcelas no campo, houve ganhos no teor
de N, que totalizaram 465 kg/ha, num periodo de 335 dias, a-
tingindo uma média de 1,4 kg de nitrogénio/ha/dia.

TALLEY e RAINS (1980), conduziram experimentos
de campo na‘CalifGrnia, durante a primavera, quando se consi-
dera que as condigoes ambientais sejam condizentes com as exi
gencias da Azoffa quanto ao meio ambiente. Inoculou-se 50 g peso da ma
teria fresca/m2 de A, f{4ficufoides (o que representa 1,5 kg N/ha)
em um campo inundado. Este indéculo cobria menos de 10% da su-
perficie da aqua, mas, em 15 dias havia tomado 100% da area,
aumentando o teor de nitrogénio em aproximadamente 9 vezes.
A média de produgao e acﬁmdio de nitrogeénio foi de 2,5 kg/ha/
/dia, nos proximos 10 dias do experimento. Este aumento foi
paralelo a um significante aumento na atividade da nitrégena-

se, medido pela técnica de redugao do acetileno.. Apos 35 dias
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da inoculagao, as plantas de AzoffLa constituiam uma biomassa
de 1700 kg/ha (em peso da materia.seca), os quais continham 52

kg/ha.de nitrogénio.

2.2.5. Relacao fotossintese - Fixacao do N,

A fotossintese &, definitivamente, a fonte de
todos os redutores e do ATP para a atividade da nitrogenase
nessas associacoes. (PETERS e CALVERT, 1983; PETERS et afid,
1979). A atividade da nitrogenase em Azofla caroliniana é ma-
Xxima numa combinacao de condigoes luminosa e aerdbica e negli

givel, quando em condicoes de auséncia de luz e 0, (PETERS e

2
MAYNE, 1974b; NEWTON, 1976; PETERS et alid, 1976).
Tambeém para Azolla {iliculoides tem sido demonstrada a depen-
déncia.da luz para a atividade da nitrogenase (WALMSLEY et alid,
1973; HILL, 1977). HOLST e YOPP (1976) e BECKING (1976), afirmam o
mesmo para, respectivamente, A mexdicana e A, piﬁnata.

A atividade da nitrogenase em condigoes escu-
ras e aerobicas depende das reservas de fotossintatos resul-
tantes da fotossintese, que sao utilizados como fontes de re-
dutores (PETERS e CALVERT, 1983). Esta dependéncia &€ demons-
trada variando-se a duracgao dos periodos aerobicos, claros ou
escuros, antes do ensaio, para manter ou diminuir as reservas

endogenas. Trabalhos de PETERS (1975), medindo-se as taxas da

atividade da reducao do acetileno sob condigoes aerobicas, e
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auséncia de luz, versus condigoes aerobicas, luminosas, porém
com a utilizagao de um inibidor da fotolise da agua na foto-
sintese, encontraram menores taxas em condigBes aerobicas, no
escuro. Este fato mostra que, em condigcoes aerobicas e em au-
séncia de luz, a atividade da nitrogenase tem como fator limi
tante principal o fornecimento do ATP.

De acordo com STEWART (1978), apos ponderagoes
a respeito do assunto, € dificil aceitar que, nas cianobacte-
rias fixadoras de nitrogénio, a fotolise da agua constitua-se
diretamente na principal fonte de redutores para a nitrogena-
se. Se se assume que os redutores sao gerados, independente-
mente, no escuro e>sob luz, entao, os aumentos na atividade da
enzima, sob luz, sao atribuidos necessariamente ao ATP geradd
fotossinteticamente (PETERS e CALVERT, 1983). Embora a ativi
dade do fotossistema Il seja requerida para fornecer fotossin
tatos via fixagao do €o,, nao € diretamente necessario para a
atividade da nitrogenase. Resultados de SHI-DING-JI et afil (1981),
vém de encontro a egsa afirmagao, estudando A. Ambadicata.

Resultados de um grande nimero de estudos (PE-
TERS e MAYNE, 197hb; PETERS, 1975; PETERS et alii, 1976; PETERS et aliL,
1980b), af i rmam que redutores férnecidos pela fotossintese e a foto-
fosforilacao ciclica sao as forgas que regem a atividade da
nitrogenase.A interacao da fotossintese com a fixagao do ni-
trogénio, também tem sido demonstrada pela obtengao do espec-
tro de agao para a reacdo de redugao do acetileno catalizada pe-

la enzima nitrogenase, na associagao e na Anabaena, isolada-
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mente (TYAG! et afi4i,1981). As ficobiliproteinas sdao conside-
radas piémentos acessorios para o fotossistema Il e, sao au-
sentes ou presentes em pouca quantidade nos heterocistos. Po-
rem, os heterocistos podem reter esses bigmentos, que absor -
vem energia luminosa dentro do espectro visivel minimo efeti-

vamente utilizado pelos pigmentos da Azofla, essa energia €

capturada para ser usada na redugao do acetileno.

2.2.6. Transferencia do N fixado, da Anabaena a Azolla

A Aﬁabaena tem a capacidade de fornecer todo o
nitrogenio requerido pela associagao. A alga, presente nés ca
vidades das folhas maduras, libera N2 fixado na forma de amo-
nia a qual é rapidamente assimilada pela Azolfa (PETERS e CAL
VERT, 1983). VENKATARAMAN (1980) verificou qﬁe, um isolado de
Anabaena azollfae de Azolla pinnata crescida em N,, liberou
25% do Hitrogénio fixado, num periodo de 30 dias, sendo que,
experimentos preliminares indicaram que o nitrogénio liberado
era na forma de amino—écidos.

ASHTON e WALMSLEY (1976), isolando o simbionte
de A. {4iliculodides, e PETERS et alil (1976), trabalhando com Anabaena .
presente na A. caroliniana, verificaram que ambas liberaram a
monia no meio da cultura, e a capacidade de fixar N, nao foi éfetada

por ‘altos niveis de nitrogenio combinado no meio. Em

15N

estudos utilizando 93 © simbionte de A. carofindiana remo-
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veu diretamente da camara das folhas, aproximadamente metade
do N2 fixado, predominantemente como amonia (PETERS, \Qf alii,
1977; PETERS et afii, 1979).

PETERS et afii (1979) relatam que, a média de
distribuicao da amdonia extra e intracelular é de 35% e 8% do
N total, e a distribuigao de nitrogénio organico foi encontra
da como sendo de 7% do N total para extracelular e 51% -para
intracelular. Em alguns experimentos porem, a amonia extrace-
lular representou mais da metade do nitrogénio fixado.

NEWTON e CAVINS (1976), asseguram que amonia re
presenta 50% do N total da associagao e que sao encontrados
por volta de 550 nmol de amonia microdifusa/grama de material
vegetal, com base em seu peso fresco. Assumindo-se que a asso
ciagao possui 3% em nitrogénio, baseados em seu peso seco, O
nitrogénio microdifuso, na forma de amonia, significa aproxi-
madamente 0,6% do N-total. Assim, amino-écidbs livres consti-
tuem significativa porgao do N total.

PETERS et afid (1979), usando extragao por eta
nol e digestao pelo método Kjeldahl encontraram taxas de 650
a 1200 nmoles de amonia/g de tecido (peso da materia fresca), ou seja,
menos de 1% do N total, e de 5 a 6% de N soldvel em etanol.
Estes dados indicaram que a amonia liberada pelo simbionte €
a principal fonte de N para a associagao crescida sob condi-

coes de fixagao de N, e que esta é rapidamente assimilada pe-

la Azolla.
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2.3. Fatoeres Ambientais

Muitos estudos tem sido feitos sobre como o
meio ambiente pode influenciar o desenvolvimento da associa-
cao simbiotica Azofla Anabaena, porem, os conhecimento deles
advindos, dificilmente conduzem a uma generalizacgao, valida
para as diversas espécies de Azoffa e suas interagoes com oOs
diferentes habitats. Segundo F1oRE (1984a), isto se deve as se
guintes razoes: a) as interagoes entre os diversos fatores do
meio sao multiplas, e as comparagoes dos resultados obtidos
pelos autores sao, consequentemente, dificeis. b) ConsLata-se
que a AzollLa requer um periodo de aclimatagao as vezes prolon
gado, quando transferida de um meio para o outro, e ha falta
de’}nformag6es sobre o perfodo de pré-tratamento e c) ha nume
rosas gonclusaes a titulo geral quando € evidente que exis-
tem diferengas de comportamento a nivel especifico, varietal
ou clonal.

De todos os fatores ambientais, o que pode ser
considerado mais limitante e, obviamente, a disponibilidade de
agua, pois, embora Azoffa possa sobreviver em condig¢des de so
lo Gmido, € uma pobre competidora contra molestias terrestres,
principalmente certos fungos (FIORE, 1984a). Outros fatores im-
portantes sao: disponibiiidade de nutri;ntes, luz e aspectos

da qualidade da agua, como pH, salinidade e turbuléncia.
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2.4.1. Requerimentos nutriciocnais

a) Nitrogénio

Em campos onde ha a exigéncia de altas quanti-
dades de fertilizante nitrogenado, AzofLa pode ser <cultivada
cultivada com nitrogénio quimico no meio. WATANABE et qﬂii
(1981), examinaram os efeitos do fertilizante nitrogenado so-
bre a simbiose AzolLa-Anabaena, e concluiram que, apos 24 ho-

ras de exposigao a uma fonte nitrogenada na solugao nutriti -

va, a atividade da nitrogenase nao foi muito afetada, mesmo
sob altas concentracoes de nitrogénio, enquanto que, apos L

dias desenvolvendo-se em meio com N, a atividade sofreu uma
queda para aproximadamente metade de seu valor normal.

Em outros trabalhos, realizados por WATANABE
et alii (1977), observou-se que quando desenvolvida em meio
com N, Azolla teve uma menor produgéo de massa fresca (talvez
devido ao grande desenvolvimento de algas verdes, o que pro-
pdrcionou pouco espago fisico para o crescimento da Azolla)
porém, manteve uma atividade de reducao do acetileno bastante
regular. Ja PETERS et afii, (1981), constatam que a presencga
de N-combinado afetou a atividade da redugao do acetileno. porem,
nao se constitui como fator negativo para o crescimento da bio
massa.

Muitas contradigoes sobre a inibigcao, ou nao,

da atividade da nitrogenase na simbiose em presenga de N-com-
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binado ainda sao encontradas na literatura. STEWART et akfid,
(1968), FIORE e RUSCHEL" (1981) e YATAZAWA et afii, (1980), indi
cam que a inibigao da nitrogenase € devida a presencga de N-qui
mico no meio, enquanto que BONE (1972) encontrou apenas uma i
nibi¢ao parcial, ou um decréscimo muito pequeno na atividade.

FIORE e RUSCHEL (1981), estudaram a influéncia
de diferentes fontes de N, em solugao nutritiva, encontrando
que nitrato deprecia drasticamente a atividade da.nitrogenase
seguindo-se a esta fonte, como outros inibidores da enzima,
o sulfato de amonio e a ureia. Esses resultados vao de encon-
tro aos de PETERS e MAYNE (197ka,b), que afirmam serem nitrato e
uréia inibidores da atividade de reducao do acetileno em ate
30%.

WATANABE et afii (1981) acompanharam simulta -

neamente a assimilacao de N combinado e a fixagao de N com

2
uso de 15 N, Encontraram que, a 10 mM de N-NHA, 61% do nitro-
génio da Azolla, era originario do N-combinado do meio, 30% e
ra proveniente do Nz. -

Resultados opostos atingiram FIORE et alid(1979),
usando 15NO3 acresciao 3 solucao nutritiva onde desenvolvia -
-se AzoLLa: concluiram que aproximadamente 66% do nitrogénio
presente advinha da fixac3do, e _.34% do N--NO3 presente na solu-
¢ao nutritiva. NEWTON e SELKE (1981) ,reportaram a inibic3o da
fixacao de nitrogénio, em presenca de N-combinado (amdnia), pQ
apos a trans

dendo entretanto ser restaurada, a altos niveis,

ferencia das plantas para meios livres de N,
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PETERS e ITO (1984), sugere que o uso de solu-
coes nutritivas acrescidas de N-combinado e técnicas de 15Np§
ra demonstrar a habilidade de varias especies de Azoffa em fi
xar N2 e absorver N do meio simultaneamente, sdo evidencias da
necessidade de substituigcao das tecnicas que se utilizam de
-aumentos no N-total da planta pelas técnic;s acima citadas co
mo parametro para avaliar fixagao de N, .

Segundo  LUMPKIN e PLUCKNETT (1982), devido a
capacidade que tanto a Azof£fa quanto Anabaena tem em assimi-
lar o nitrogenio do meio, muitas vezes, a presencga de N-combi
nado pode ser benefica; por exemplo, em temperaturas ektréma—

mente baixas (15°C), quando a fixagcao do N tornar-se insufi-

ciente para a sobrevivencia da Azolla.

b) Outros nutrientes

Entre os elementos minerais, fosforo €, normal
mente, o mais limitante ao desenvolvimento da Azoffa. Assegu-
ra-se que Azofla pode manter um teor de 3,6% de N e mais de
0,23% P (peso da matéria seca), embora possa absorver até 1,59% P, atra
ves do ''consumo de luxo''. Este fato demonstra que Azoffa pode
estocar aproximadamente 6 vezes a quanfidade de P normal e su
ficiente para seu crescimento e fixacao de nitrogénio e este

fato deve ser considerado quando se tenta adotar Azoffa num
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sistema de cultivo de arroz. (LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982).

Estudos tem sido feitos buscando valores para
a concentracao minima de P requerida pela Azella. YATAZAWA,
et akii (1980), observaram que niveis de P menores que 0,03
mmol/1 de solugao nutritiva, prejudicaram o crescimento e a
fixacao de N da Azefla. SUBUDHI e WATANABE (1979), relatam
que conc;ntragaes menores que 0,6 ppm de P na solugao depre-
ciam crescimento, fixacao de N e o teor de clorofila de A.
pinnata. Plantas deficientes em P desenvolvem raizes enrola-
das (Cchn e Renlund, 1953, citados por LUMéKIN e PLUNCKNETT,
1982) e podem produzir antocianina, caso esta seja uma carac-
teristica da especie.

MALAVOLTA et alil (1981) observaram_em solucao nutri-
tiva isenta de P, clorose comecando nas folhas mais velhas e em
seguida nas folhas mais novas. As raizes tornaram-se finaé,
marrom-escuro e- facilmente destacaveis.

0 potassio € fator limitante em certos solos
leves e sugere-se que a deficiencia desse elemento intervem
na indugao da esporulagao (FIORE, 1984a). A concentragao limi-
te deste elemento para Azefla tem sido reportada como cerca
de 0,4 m mol/litro (YATAZAWA el alid, 1980).

Apos P e K, ferro e molibidenio sao considera-
dos limitantes para o desenvolvimento da Azeffa no campo. Am-
bos os elementos sao componentes essenciais da enzima nitro-
genase (LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982).

Problemas com deficiencia de ferro podem sur-
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_gir em meios neutros ou alcalinos devido a precipitacgao dos
fons ferricos (OLSEN, 13972). RAINS e TALLEY (1979) reportam
uma concentragao critica de Fe, para Azoffa, na faixa de 20

g Fe/l, um pouco mais baixo que o valor encontrado por YATAZA
WA et atii (1980).

As necessidades de Zn sao consideradas como fﬂ
fimas e nao tém sido constatadas deficiéncias deste elemento
em todos os locais onde se cultiva Azoffa hoje em dia (LUMPKIN
e PLUCKNETT, 1982).

Em Anabae;a cylindriica o Na aparece como‘esseﬁ
cial e, a partir desse fato, conclui-se que este elemento in-
tervéem igualmente no metabolismo da A. azoflae. Muitos meios
utilizados para cultivo de Azoffa nao adicionam esse elemen-
to, que pode ser requerido (tragos), uma vez que se observou,
em exp;rimentos realizados, estimulo do crescimento quando se
utilizou concentragoes moderadas de NaCl na solugao nutritiva
(FIORE, 198k4a).

Segundo WATANABE et alidi (1977), a deficien-
cia em Ca produz uma diminuigao no crescimento. A influéen-
cia de outros elementos essenciais, como Mg, S, B, e Cu no de

senvolvimento da Azoffa, ainda necessitam estudos mais apro-

fuindados.
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2.3.2. Luz

0 crescimento da Azeffa aumenta em proporgao di

reta ao aumento da intensidade luminosa, ate um certo nivel,
quando entao, satura-se. Segundo ASHTON (1974) e TALLEY e

RAINS (1980), essa saturagao da-se por volta de aproximadamen
te 25 a 50% da intensidade solar maxima.

De acordo com VAN HOVE e LOPEZ (1983), deve-se
levar em consideracao que em condicoes naturais, Azefla esta

’ :

submetida a variagoes diarias de intensidade luminosg entre O
e 120.000 lux (2.000 ¥ Einstein/m2.S) e que os resultados ob-
tidos em condigoes controladas sao dificilmente extr;poladas
as condi¢oes de campo. Como exemplo, podem ser citadas, espe-
cies de Azeflfa que podem manter altas taxas relativas de cres
ciment; mesmo durante a maxima intensidade luminosa, no Havaf
(intensidade de 1700 UE/mz.S), desde que outros fatores nao se
jam limitantes. Esta observacao € reforgada por RAY et alidi
-(1979), que mostrou altos niveis de assimilacao de CO2 pela
Azella a 2000 uE/mz.S.

Em campo, juntamente com arroz, a taxa de cres
cimento da Azeflfa comeca a declinar, devido ao sombreamento e-
xercido pelas plantas de arroz ao redor do 452 dia apos o trans-
plante do arroz. Lu et aZ£{> (1963, citados por LUMPKIN e
PLUCKNETT, 1982) relatam que a taxa de crescimento tem seu de
clinio comecando por volta do 30° dia apos o transplante do ar

roz, quando a luz sob a cultura é reduzida a menos de 50% da
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.maxima intensidade.

2.3.3. pH da agua

De todos os aspectos relacionados a qualidade
da agua de crescimento da Azoffa, pH € o mais amplamente estu
dado e provavelmente, o mais limitante. Muitos‘eétudos do pH
sao conduzidos em vasos, com Fe quelado, nao sendo répresentg
tivos das condi¢oes de campo. 0Os mais graves problemas que o
pH do meio pode causar, sao aqueles indiretos, ou seja, quan-
do sao mofidicadas as disponibilidades dos elementos minerais,
ocasionando toxidez ou deficiencias para a cultura (LUMPKIN e
PUNCKNEVTT,V1982).

Considera-se como pH para um otimo crescimento
da Azolla em meio de cultura, aquele que se encontra dentro
da faixa de 4,5 a 7,0, porém, a associagao pode sobreviver den
tro dos limites de 3,5 a 10,0 (NICKELL, 1961; ASHTON, 1974
WATANABE et afidi, 1977; PETERS et aldii, 1950a). HOLST e YOPP
(1979) estudaram efeitos do pH sobre desenvolvimento de va-
rias espécies de Azoffa, e encontraram que na faixa de pH, com
preendida entre 5,0 e 9,0, nao houve diferengas significati -
vas nas taxas de crescimenég da pteridofita.

WATANABE et alidl, (1977), utilizando diferen -

tes pHs e concentragoes de ferro para Azofla, em casa de vege

tagao, observaram que, a partir de pHs menores que 6,5, as
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plantas comecaram a tornarem-se amareladas e que, a atividade
de fixagéo de nitrogénio foi mais baixa a um pH 7,5. Encontrg
ram que, o pH otimo para solugao nutritiva seria 5,5 porem,
ressaltam os autores, esses sao valores tomados sob condigoes
controladas, devendo serem feitos estudos sobre crescimento
da Azolla em condigoes naturais de campo.

TALLEY et alii (1977) observaram, em condigdes
de campo, que num pH entre 8,0 -8,5, ha a necessidade de wuma
fonte suplementar de Fe, para o desenvolvimento normal da-:as-

sociacao.

2.3.4. Temperatura

Temperatura e, ap6s qualidade da agua, o mais
import;nte fator do meio que limitaria o desenvolvimento da A
éoﬂﬂa, alem de ser aquele mais dificilmente influenciado pelo
homem (LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982).

Embora a distribuigao geogrSfica indique que A
zolfa esta adaptada a condigoes climaticas extremamente varia
das (VAN HOVE e LOPEZ, 1983), nas regides tropicais, a tempe-
ratura pode ainda ser considerada como um fator problematico.
Uma boa maneira de se contornar a situacao seria a selecao de
estirpes tolerantes, aliada a alguns melhoramentos possiveis
de se fazer no ambiente.

Sao muitas as diferencas entre as especies de
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Azofla, no tocante a tolerancia aos extremos de temperatura,
po}ém, em geral, pode-se dizer que a faixa ideal de temperatu-
ra para todas as especies esta por volta dos 20°c - 30° (Flo-
RE, 1984a). Dentro da literatura, tem sido citadas espécies de
AzolLa que podem sobreviver, dentro de periodos variaveis, nu
ma faixa de temperatura de -59C a 45°C (TALLEY et alidi, 1977;
TALLEY e. RAINS, 1980; . PETERS, ef afii, 1980b).

WATANABE et afidi, (1977)reportaram que, a tempe-
ratura de 31°C, o crescimento da Azolla comeca a diminuir e,
embora nao se tenha notado diferencas no peso seco, a Azolla
apresentava folhas menores e de cor amarelada a medida que a
temperatur pasando dos 22%.

LUMPKIN e PLUCKNETT (1982), relatam que tempe-
ratura pode afetar o teor de nitrogénio e o peso seco da AzoZ
La.

’Autores como TALLEY e RAINS (1980) e BROTONE-
GRO e ABDULKADI& (1976), concluem que dentro de certos limi-
tes luz e temperatura teém um efeito direto e complementar na
atividade da nitrogenase. Ha uma grande necessidade de testes
pré-condicionadores do material, antes de serem feitas as me-
didas e tiradas as conclusoces, no que tange a experimentos de
temperatura e sua influencia sobre o desenvolvimento da Azol-
La (BECKING, 1979; TALLEY e RAINS, 1980 e PETERS et alid,

1980b) .
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2.4, Medidas da Fixacgao

A técnica mais comumente utilizada para medir-
-se a fixagao biologica do nitrogénio na associagao Azolla-A-
nabaena € a da redugao do acetileno, empregada para avaliar-
-se a fixacao em leguminosas. 0 metodo tradicionalde Kjeldahl,
medindo-se o N total acumulado na planta, nao pode ser aplica
do ao sistema; pela dificuldade de obtengao de plantas contro
les (AzofLd isenta de Anabaena). Alternativas sao propostas u-
sando-se outras plantas aquaticas. Como uma alternativa mais
sofisticada tem-se a utilizagao do *°N, mais precisa e onero-
sa. No caso da Azdﬁﬁd, criticas tem sido feitas aos métodos
empregados nessa avaliagao, buscando uma uniformidade na meto

dologia, o que originaria dados mais proximos da realidade.

2.4.1. Redugao do acetileno

A técnica da redugao do gas acetileno (cromato
grafia gasosa) € relativamente barata e Gtil como um indica-
dor da atividade da nitr&genase (PETERS ePMYNE;197hb; NEWTON,
1976; WATANABE, 1983) e pode ser usada para egtimar o poten
cial de fixagao de nitrogénio. A variabilidade da relacgao de
conversao CZHZ tem sido da ordem de 1,6 a 3,4 (PETERS et afid,
1977; WATANABE et alidi, 1977).

PETERS e CALVERT(1983), sugerem que para os cal
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culos da atividade da nitrogenase, os fatores de conversao
CZHZ:N devem ser experimentalmente determinados. A relagao teo-
rica.de 3 CZHZ reduzido: IN2 reduzido € frequentemente utili-
zada, porem, asseguram os autores, a relacao real, em estudos
“"in vivo', € muito variavel, dependendo de caracteristicas de
cada espécie e o relacionamento destas com o meio ambiente.

Em geral, as maiores criticas feitas a tecnica
da cromatografia gasosa para avaliagao da fixagéb de nitroge-
nio residem no fato de ser este um metodo indireto (HARDY et
alili, 1968; BREMMER, 1975; SAITO et afii, 1980), apesar de ser
sensivel e.rapido.

No caso da Azoffa, outro problema com a metodo
logia, nesse caso, € que, muitas técnicas utilizadas para in-
cubar as p]antas em acetileno sofrem por super-aquecimento na
camara de incubagcao, durante ensaios que exigem um perfodo um
pouco mais iongo de exposicio a atmosfera com acetileno (LUMPKIN e “PLU-
CKNETT, 1982). 0 que torna mais grave a situagao, € que como
a atividade da nitrogenase € dependente da luz (PETERS et alil
1980a; BECKING, 1979), ha a necessidade de fontes luminosas du
rante o periodo de incubagao, o que aumentaria o calor no in-
terior das camaras. Para contornar este problema, o grupo do
laboratorio Kettering (USA) tem usado camaras de incubagao sub
mersas em recipientes com‘ggua, com temperatura contro]ada,>
enquanto TALLEY e RAINS (1980) resfriam a camara com uma ser-
pentina de cobre submersa em gelo.

A principal desvantagem desse método € que ele
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estima a atividade da enzima num periodo curto de tempo ape-
nas e, extrapolacoes desses periodos pequenos para um comple-
to ciclo envolvem riscos de se assumir algumas afirmagoes nem
sempre validas. A técnica da redugao de acetileno nao deve por
tanto ser recomendada para uma estimativa acurada da fixagao
de N2 pela AzofLa em campo. Porem, em experimentos simples, on
de buscam-se taxas relativas para se estimar fixagao por exem
plo entre diferentes estirpes de algas, essa técnica desempe-
nha Qm papel bastante Gtil, pratica e mais simples que a maio
ria dos metodos, podendodser utilizada com segurancga (FAO/IAEA,

1982).

2.4.2. Uso do isotopo '°N

Quando os metodos existentes para avaliagao da
fixacao biologica do nitrogénio sao comparados, fica patente
que, dentre todos, os mais precisos sao aqueles que se utili-
zam de tracadores, no caso o !°N, para uma quantificacgao do
fenomeno,

As maiores vantagens do usordo gas 1'%

N, por exem-
plo, em leguminosas, devem-se a nao necessidade do uso deplql
tas-controle, ao fato de ser possfvei isolar-se os efeitos dos
fertilizantes e do solo soBre a fixacao do NZ’ e separar os e

feitos de praticas agronomicas que podem afetar a produggo,oi

tros que nao a fixagao de nitrogénio (VOSE et aflii, 1981).
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2.4.2.1. Uso do 15N2 gas

0 método no qual se utiliza o *°N como gas, pa
ra quantificar-se a fixacao do Noy» € a mais precisa das meto-
dologias para esse tipo de analise. As plantas sao confinadas
em camaras, geralmente de vidro, e a estas € aplicada uma at-
mos fera Enriquecida com 15NZ-As desvantagens recairiam nos al
tos gastos, e também no fator tempo: no caso da Azofla, os ex
perimentos devem ser de curta duragao, para que as plantas per
manecam num sub-ambiente (portanto, sujeitas a stresses) o me
nor periodo possivel.

Desta forma, resultados obtidos de estudos as-
sim conduzidos tendem a ser instantaneos e sujeitos a erros,
guando sao extrapolados, de experimentos de curta duragao, pa
ra todo um ciclo de crescimento, que normalmente envolve va-
riagoes diurnas, diarias e sazonais. Devido a essas desvanta-
gens, tambem esta metodologia nao € recomendada para avalia -
cao da.fixagéo bioldgica do N, pela Azofla em campo (FAO/IAEA,
1982) .

Segundo LUMPKIN e PLUCKNETT (1982), o uso do
géslsN2 poderia ser interessante na determinacao de fatores
de conversao CZHZ:N2 fixado, e também em estimativas de poten

cial de fixagao de N, nas varias especies de Azolla.
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2.4.2.2. Uso do substrato enriquecido com 1N

FRIED e BROESHART (1975) demonstraram que a rgv
lacao 15N/i“N de fixadores de nitrogénio e controles nao fixa
dores crescidos em substratos enriquecidos com 15N s3o0 dife -
rentes. Esta diferenga na composigao isotopica &€ usada como u
ma medida de N2 fixado em varios sistemas fixadores de nitro-
génio. A validade desses resultados depende fortemente da se-
lecao de uma adequada planta nao fixadora, denominada planta
controle ou standard, a qual, supostamente, deve absorver ni-
trogénio do substﬁatq na mesma proporgao YIN/YEN que a fixado
ra em auséncia de N, fixado. No caso da Azolfla, os possiveis
controles podem ser: genotipos de AzofLa, naturalmente livres
de Anabaena; AzolLa tratada com antibioticos para eliminar A-
nabaena ou outras espécies de plantas aquaticas (P{istia, Lem-
na). |

A metodologia para marcagao do substrato para
estes organismos deve ser ainda investigada. Ha muitas;possi-
bilidades de aplicagao de diferentes materiais enriquecidos
com **N para estudos de fixagao com AzoLLa (matéria organica

15N

enriquecida com , uso de fertilizantes marcados, entre ou-

tros) .
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2.5. Uso da Azolla

Seu uso como adubo verde nos campos inundados
de arroz do oriente remonta séculos. Ja em 540 d.C. era des-
crito o uso da Azoffa na cultura do arroz. Provavelmente foi
a ocorréencia espontanea de Azoffa nos campos que contribuiu pa
ra seu Feconhgcimento, e consequente utilizagao como adubo
verde. Perderam-se na historia dados sobre o exato periodo do
infcio de seu cultivo, mas, relatos de Dao e Tram (1979, cita
dos por LUMPKIN e PLUCKNETT, 1982) asseguram que este deu-se
por volta do século Il no Vietnam e, pelo menos na Dinastia
Ming na China (1368-1644 d.C.).

Somente China e Vietnam tem tao longa tradigao
no cultivo desse adubé na cultura do arroz. £ muito provavel
que, a cultura tenha sido descoberta numa época em que China
e Vietnam, eram unidos, em alguma das provfnéias marftimas,eg
palhando-se depois por toda a costa este da Asia (LUMPKIN e
PLUCKNéTT, 1982).

Qm dos grandes desafios para a agricultura de
todos os tempos sempre foi a manutencao da fertilidade dos so
los, mesmo sendo estes submetidos a cultivos intensivos. A
China tem sido vencedora nesse campo, com o uso de adubos ver
des e fertilizantes organicos na agricultura, fazendo parte
destes a Azolla.

Quando incorporada aos solos, Azoffla melhora

a qualidade e provoca aumentos nos niveis de humus e nitroge-
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nio organico dos mesmos além de beneficiar suas caracteristi-
cas fisicas e quimicas, Devido ao alto teor de nitrogénio, e
uma relagéo'C/N favoravel, a decomposicao torna-se relativa -
mente rapida. Apos alguns anos de cultivo continuo de Azolla,
hd um acimulo de humus e nitrogénio que torna-se extremamente
positivo. Auxilia tambem na retengao de umidade e na capacida
de de troca cationica dos solos (LUMPK!N e PLUCKNETT, 1982).

WATANABE et alii (1977), reportam que o nitro-
genio da AzofLa € lentamente liberado em solos inundados;’75%
do N total € mineralizado num periodo de 6 a 8 semanas. Dados
de SINGH (1979), informam que, em condigoes controlada;, a
24°C, foram liberados 56% do N total da Azolla incorporada num
periodo de trés semanas enquanto que, nesse mesmo periodo, 80%
dolﬁ total estava mineralizado quando a incubagao foi a tempe
raturaiambiente.

Experimentos em vasos realizados por WATANABE
et alii (1981), revelaram que o nitrogénio proveniente da A-
zofla aumenta o crescimento do arroz mas, sua dispobinilidade
e 40% menor que a do N quimico aplicado a cultura.

Ha grande quantidade de dados na literatura que
sugerem aumentos dramaticos na produgao do arroz quando se in
troduz AzofLa como adubo, porem, salienta GRIST (1979), este
assunto deve ser tratado com reservas, aevido a muitas vezes
essas citacoes serem feitas sem o respaldo de experimentos bem
conduzidos. Um exemplo disto € o relato de autoridades vietna

mitas, que diz de aumentos de 50 a 100% na produgéo do arroz
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em algumas regioes do pais, apos seu Ministério da Agricultu-
ra ter introduzido um extensivo programa para promover a uti-
lizagao da associagao simbiotica nas varzeas do pafls.

Aumentos de producao devido ao uso da Azolla
de menos de 10 atée mais de 100% ja foram relatados por desta-
cados pesquisadores de todo o mundo. Atengoes devem ser volta
das no sentido de que, esses efeitos variam de acordo com va-
rios fatores, como: espécie de Azolfa usada, métodos de culti
vo, €poca e meétodo de incorporacgao.

Basicamente, os metodos de utilizacao da Azolla

1. Monocultura, sendo incorporada ao solo antes do plantio do
larroz. A incorporagao de duas ou trés coberturas bem desen
volvidas de Azoffa pode suprir o nitrogenio para a cultura

de arroz, acarretando altas produgoes.

2, Consorcio. Pode haver competicao entre as plantas, logo a-
pos o plantio do arroz, havendo inclus{ve, sintomas de de-
.ficién;ia. Porém, segundo CHU (1979), apos os dez primei -
ros dias, comega a liberagao de amonia pela Azofla, e os

sintomas desaparecem.

3. Sistema combinado, ha disponibilidade de nitrogéenio desde

o infcio do desenvolvimento da cultura do arroz.
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SINGH (1977) obteve aumentos de 6% na produgao
quando A. pinnata foi crescida juntamente com o arroz e 9-38% quan
do foi incorporada ao solo. WATANABE et alii (1977) conseguiram 13%
incorporando A. pinnata e, mais tarde, atingiu 35 - L45% de au-
mentos tem graos, provavelmente devido a acumulagao de N por
incorporagoes sucessivas.

Ja TALLEY e RAINS (1980), sugerem que, para
as condigoes da California (USA) o meio mais efetivo de aumen
tar o incremento de N na cultura do arroz € o uso de um sistg
ma integrado, combinando incorporagao de A. {ificuloides  no
solo antes do plantio do arroz, e um consorcio de A. méxicana
e arroz durante o verao.

Experimentos que utilizavam luz x espécies de
Azolla x liberagao de nitrogénio mostraram ser Azolla mexica-
na mais eficiente que A, {{Liculoides na liberagao de N (como
qmania) diretamente no meio em que esta se desenvolvendo.

Segundo CHU (1979), um dos fatores que influem
sobre os efeitos beneficos da Azoffa aplicada como adubo, €& a
variedade a ser utilizada. Na China muitas provincias aumenta
ram.significantemente as areas de cultivo da AzofLa principal
mente devido a programas de melhoramento genético que Vém sen
do usados nas variedades. Por causa de novas variedades de A-
zolla, principalmente as tolerantes a e%tremos de temperatura
AzolLa hoje expande-se por uma area de 1400 ha, por todo o
pafis.

Alem de adubo verde para arroz, sao relatados
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outros numerosos usos para Azella. Tem sido tradicionalmente u
tilizada na Asia e parte da Africa, fresca, seca ou fermenta-
da, como alimento para porcos, patos, galinhas e peixes. Como
alimento, possui alto valor nutritivo, com um teor de 4% em
nitrogénio e 35% de proteinas, em algumas espécies (RAINS e
TALLEY, 1979). BUCKINGHAM et alil (1978), estudando a associacio como
alimentos para ratos, observaram que foi necessario um suplemen
to de apenas 3 aminoac.idos essenciais.

MARGHER!I et aldii (1984) mostram a possibilida
de da cultura de Azoffa usada no tratamento de aguas poluidas
principalmente com fosfatos e nitratos. SINGH (1979) ‘sugere
que, quando cozida, pode transformar-se em alimento para huma-
nos, muito nutritivo.

Também menciona-se o uso da Azeffa como compos
to para outras culturas irrigadas e como supressora de plan-

tas daninhas,

2.5.1. Potencial de utilizacao da Azella no Brasil

0s estudos sobre a associagao simbiotica Azel-
La-Anabaena e seu uso como adubo verde no Brasil, tém um pas-
sado extremamente recente (por volta de 1977) especialmente se
compararmos com o oriente, que possui tradicao milenar na a-
rea (FIORE, 1985, comunicagao pessoal).

Embora esta planta seja nativa de varias re-
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gioes brasileiras, sua ocorréncia foi inicialmente citada so-
mente em 1979, em Santa Catarina, e na Bacia Amazonica. (SEHEM,
1979 e JUNK, 1979). As especcies de ocorrencia natural no Brasil s3o
trés: A. carolindiana, A §iliculoides e A. michophylla, espa-
~lhadas e ja coletadas em quase todos os estados brasileiros,
(FIORE e GUTBROD, 1985).

Nas regioes Norte, Nordeste e Centro Oeste, A-
zofla ocorre naturalmente durante a estagao das secas, e quan
do a meédia de temperatura situa-se por volta dos 22°C. No-Sul
e Sudeste, a planta € encontrada, principalmente durante o
perfodo em que as temperaturas elevam-se um pouco, porem, as
chuvas nao sao ainda abundantes. Geralmente, seu aparecimento
da-se junto com outras plantas aquaticas como: Lemna spp; Pis
tid spp; Salvinia spp; Eichoania spp; Oryza perene e Paspalum
repens, que a protege contra turbuléncia da agua e radiagoes
so]are; fortes (FIORE e GUTBROD, 1985). A Figura 4 mostra a
Aistribuigéo da Azofla no Brasil.

Se bem manejados, as especies nativas de Azof-
La, A. caroliniana e A, michophylla apresentam um crescimento
satisfatorio e liberam nitrogénio rapidamente ao arroz. A a-
plicacao dessas espécies seria mais eficientes no sistema de

consorcio.
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@ A. filiculoides

o A. microphylia

Figura L - Distribuicdo das especies de Azofla

no Brasil (FIORE e GUTBROAD, 1985).
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FIORE (1984b), em experimento utilizando Azolla
gilliculoides sob diferentes sistemas de cultivo, no arroz,
(em GO), observou que o consorcio Azolfa-arroz apresentou um
aumento de, aproximadamente, 15% na produgao em relagao a tes
temunha (sem N; sem aplicacao de Azoffa em qualquer forma). Os
tratamentos de 60 kg/ha de nitrogenio mineral e 60 kg/ha de N
mineral + Azoffa mostraram aumentos de producgao de 46 a 56%
respectivamente, em comparagao a testemunha. Os resultados nao
sao significantemente diferentes entre si, porém, observar-se
que so0 o consorcio com AzoflLa contribuiu para um acréscimo de
10% na produgao, mesmo na presenca de sulfato de amanié.

Ensaios de campo conduzidos em Santa Catarina,
por NOLDIN e RAMOS (1983) cultivando AzollLa sob trés sistemas
(ah}es do transplantio, em consorcio e na entressafra do ar-
roz), !evaram a concluir que, os melhores resultados foram ob
tidos quando Az¢clla era cultivada e incorporada ao solo antes
da semeadura do arroz. 0 cultivo em consorcio foi desconside-
rado pois os autores nao conseguiam que Azolla se desenvolves
se nessas condicoes talvez devido ao sombreamento proporciona
do pelas plantas de arroz. No segundo ano do experimento, o
tratamento com AzofLa, .incorporada produziu 20,1 e 8,9% acima
da testemunha sem adubagao e da testemunha com N-mineral, res
pectivamente, sugerindo um acimulo de N no solo devido 3 uti-
lizagao continua da técnica de incorporagao da Azolfa ao so-
lo.

Num cultivo de arroz em patamares de Terra Ro
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xa, GUTBROD (1984), encontrou que a incorporagao de 70 kg N/
/ha de Azolla giliculoides antes da semeadura do arroz equiva
le a aplicagao de mais de 50 kg N/ha. A consorciagao do arroz
com AzolLa carolindiana produz efeito equivalente a cerca de
100 kg N/ha. Quando aplicagao em pre-plantio e consorciagao
sao combinados, os efeitos obtidos superam os conseguidos com
100 kg N/ha. Conclui o autor que parece ser possivel a aplica
¢ao da Azofla em substituicao ao adubo mineral.

Em experimentos conduzidos em Minas Gerais, Goias
e Parana, o cultivo da Azolla na‘entressafra do arroz sem in-
corporagao proporcionou rendimentos de respectivamente 5,20 e
100 kg N/ha equivélentes a fertilizante mineral a cultura. A
combinagao deste sistema com incorporagao originou montantes
maiores que 100 kg N/ha, equivalentes a fertilizante mineral,
(FIORE e GUTRROD, 1985).

Ainda segundo FIORE e GUTBROD>(1985), partin -
do-se de alguns ensgios preliminares, pode-se recomendar qua-
tro prétiCas de manejo essenciais para as condigoes brasilei-

ras:

1. Manutengao de uma lamina d'agua de 2-5 cm de profundidade, o©
que pode ser problematico para solos <cujas taxas de infil
tracao excedem 20 mm/dia pois torna-se dificil a manuten -

¢ao do nivel da agua.

2. Aplicagoes constantes de fertilizante fosfatado.
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3. Correto manejo da densidade das plantas, durante a multi-
plicagdo o que implica na aplicagao de um indculo adequa
do e transferéencia deste para os campos em épocas e quanti

dades certas, para as condigcoes tropicais e subtropicais.

L, Uso de AzollLa livre de pragas, para atrasar a propagagao
dessas populacoes durante a multiplicacao das plantas no
campo.

v
As maiores limitagoes encontradas nas regioes
brasileiras tradicionalmente produtoras de arroz, sao, entre
outras, aquelas devidas ao grande tamanho dos tabuleiros que
sao da ordem de 3 a mais de 20 ha e ao fato da agua ser suc-
cionada por bombas, provocando turbuléncia, impossibilitando
assim ; cultivo da Azoflfa. No Centro-Oeste, solos com alta ca

pacidade de infiltracao, aumentam a demanda por agua e provo-

cam a lixiviacao de varios nutrientes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Fatorjes do Meio e a Simbiose AzolLa-Anabaena

Numa primeira etapa, realizou-se uma série de
ensaios em casa de vegetagao, visando uma melhor compreensao,
sobre o comportamento do sistema simbiotico Azo£La-Anabaena a
zollLae em relagao ac meio-ambiente.

Os ensaios foram conduzidos utilizando-se va-
sos plasticos com capacidade para 300 ml. Foi utilizada a solucgao
nutritiva de HOAGLAMD e ARNCN (1950) modificada, cuja composicao encon
tra-se no Quadro 2. Os experimentos foram colhidos apés 15

dias de inoculagao das plantas de Azolla.
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Quadro 2 - Composigao da Solucao modificada de HOAGCLAND e AR-
NON (1950). Biluir 1:3,

K250+ (0,5 M) 5 ml/2%
MgSO«. 7 H O (1,0 M) 2 ml/8
CaHPOu (0,1 ™) 100 m1/ &
Cas0, (0,01 M) 200 ml/ 2
FeEDTA%' 1 ml/2
Solucao de Micronutrientes*? 1 ml/2

**% Composicao da solugao de micronutrientes.

H,80, 2,86 g/%
MnCl, . 4 H,0 1,81 g/%
ZnS0u . 7 H,0 0,22 g/%
H MoOu . H,0 0,02 g/2
CuSOu . 7 H,0 0,08 g/2

* FeEDTA: 33,2 g de NaEDTA em 89,2 ml de NaOH (iN). Adicionar 24,9 g
FeSO, . 7 H,0 dissolvido em agua. Deixar arejando por uma

noite ao abrigo de¢ luz. Completar 1 litro.

3.1.1. Metodologia para incubagoes "in situ", visando

medidas da atividade da nitrogenase.

Um dos grandes problemas nos estudos relaciona
dos com a simbiose AzolLa-Anabaena € a escolha de uma correta

metodologia para tornar possiveis as analises de redugao de a

¥
»
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cetileno, através de cromatografia gasosa sem que se perturbe

o ambiente no qual a Azoflfa vem se desenvolvendo.

- Sistema Intacto x Sistema Perturbado

0 sistema tradicional (sistema perturbado),coi
siste em transportar-se uma determinada quantidade de Azoffa
dos vasos de crescimento para frascos de vidro, fechados, de
volume conhecido, onde € feita a incubacao com acetileno, a
10% do volume. Este método provoca uma perturbagao no microam
biente onde esta ée aesenvolvendo a associagao.

A metodologia aqui proposta (sistema intacto),
tratou de incubar as plantas de Azoffa nos proprios vasos on-
de estas vinham se desenvolvendo, da seguinte forma: os vasos
foram vedados com camada dupla de plastico transparente. No
interior dos recipientes injetou-se através de orificios pre-
viamenfe feitos e vedados com borracha e silicone, acetileno
a 10% do volume gasoso dos vasos. Apos meia hora de incubacgao
retirou-se 0,5 cc da atmosfera no interior dos vasos, que fo-
ram injetados em cromatoérafo de coluna de gas (PORAPAK-N 120
Mesch) determinando-se a quantidade de etileno formada (ativi

dade da nitrogenase).
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- Uso de propano para calibragao interna

Para certificar-se de que nao havia vazamentos
no sistema proposto, testes foram feitos injetando-se nos va-
sos, juntamente com o acetileno a 10%, 500 ppm de propano.

Apos a incubagao por meia hora, amostras do gas
foram analisadas por cromatografia gasosa, para verificar se

a concentragao de propano continuava inalterada.

3.1.2. Comportamento de especies de AzoLLa em relagao

ao pH da solugao.

Foram feitas observagoes do comportamento de
seis espeécies de AzoLLa [microphylla, pinnata, nilotica, caﬁg
Liniana, mexicana; f§iliculoides) em 3 diferentes pHs da solu-
¢ao nutritiva (4,5;.5,5 e 6,5), utilizando-se 3 repetigoes pa
ra cada combinagao espécie-pH. Controlou-se o pH diariémente,
com NaOH e HC1, 0, I1IN.

As plantas foram incubadas com acetileno a 10%
do volume por meia hora, de acordo com a metodologia descrita
no Ttem 3.1.1. e as amostras de gas foram analisadas. Determi
nou-se tambem a % de N e nitrogenio fota] das plantas (atraves do
método de Kjeldahl) e peso da matéria seca (apoés as plantas te

rem sido secas a 60°C até peso constante.
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3.1.3. Influencia da luz e temperatura diurna na ati-

vidade da enzima nitrogenase.

Avaliou-se o comportamento da enzima nitrogena
se, durante o periodo de 12 horas. Para tanto, Azolla caroli-
niana foi incubada por meia hora, cém acetileno a 10% do volu
me gasoso, nos proprios vasos onde se desenvolveu, conforme i
tem 3.1.1. Analisou-se amostras de gas sendo que sete medidas,
com intervalos de duas horas foram feitas, a partir das 7:20
até as 19:20 horas, com trés repetigoes. Durante todo o perio
do, foram obtidos dados de radiagao solar (cal/cmz/min) com o
uso do aparelho EPPLEY e temperatura (utilizando-se termome -

tros comuns, graduagao em Celsius).

3.1.4. Influencia de fontes e doses de nitrogenio no
desenvolvimento e na fixagao de No pela asso-

ciagso Azolla-Anabaena.

Azolla-caroliniana foi inoculada em vasos com
solucao nutritiva contendo diferentes fontes e doses de nitro
génio mineral, de acordo com o delineamento experimental a se

guir:
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Fonte: N Doses (ppm)
Nitrato de amonio 50

100
Sulfato de amonio 50

100
Nitrato de potéssio 50

100
Ureia 50

100

Testemunha 0

No 152 dia apos a inoculagao, todos os trata-
mentos foram coletados e os seguintes parametros foram anali-
sados: atividade da enzima nitrogenase, de acordo com o Ttem
3.1.1., e apos a secagem das plantas por 48 horas em estufa,
a 60°C, anotou-se peso da matéria seca e determinou-se, pelo

metodo de Kjeldahl a % de N e nitrogénio total das plantas.

3.2. Marcacao da Azoffa com “°N em solugao

Procedeu-se a marcagao da Azolla caroliniana u
tilizando-se como fonte de *°N, 100 ppm de N sob a forma de u

réeia a 4% atomos de *°N.
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Azolfa desenvolveu-se em bandejas plasticas
(27,0 x 22,0 x 5 cm), com 3 litros de solucao nutritiva de
Hoagland (modificada). 0 inoculo inicial foi feito de forma a
preencher metade da superficie das bandejas, para evitar de-
senvolvimento de algas verdes.

Por ocasiao da colheita, (15 dias apos inocula
¢ao), as‘plantas foram submetiaas a lavagens com H20 destila-
da, visando eliminar principalmente algas verdes, aderidas as
rafzes. Foram feitas 3 lavagens em agua corrente, ap6s o que
as plantas foram deixadas, em bandejas com H_O destilada por

2
24 horas.

O0s parametros considerados foram: atividade de
nitrogenase pelo método tradicional de incubagao, pois as plan
tas foram crescidas em bandejas, havendo necessidade de trans-
porta-las, no final do experimento, aos recipientes adammdds;
peso da matéria seca, apos secagem por 48°cC ém estufa a 60°C;
% N e qitrogénio total pelo metodo de Kjeldahl e a % atomos
de '°N em excesso nas plantas, quando plantas sofreram:prepa-
ro pelo método de DUMAS e foram analisadas em espectrometro de

massa VARIAN MT-19, da Secao de Ciéncias Ambientais do CENA.
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3.3. Recuperagao pelo arroz do N da Azof£La incorporada ao

sclo

Apos a marcacao da AzoffLa com lsN, procedeu-se
a incorporagao do material ao solo, no qual foi plantado o ar
roz, sob irrigacao por inundacao, em vasos plasticos.

Dois metodos foram usados visando dados sobre
a recuperagao pelo arroz do N proveniente da Azofla incorpora
da. Os procedimentos experimentais foram idénticos em ambos
os métodos.

Ut]lizou-se vasos plasticos com capacidade pa-
ra 5 kg de solo Terra Roxa Estruturada, cujas caracteristicas

quimicas se encontram no Quadro 3.

Quadro 3 - Resultados da analise quimica do solo utilizadc pa

ra a.incorporacao da Azolla.

pH cC P Meq/100 ml TFSA

(dgua) % ppm KT catt Mgt oA™Y Wt cTe S

e

5,2 1,1 3,0 0,32 2,7 0,9 0,1 3,0 7,0 3,9 55,7

A Azolla, apos ter sido seca ao ar foi incorpo
rada aos vasos na base de 0,10 g e 20 g de matéeria fresca por

vaso. Apos aincorporagao, os vasos foram mantidos umidos na
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capacidade de campo por treés semanas, quando se procedeu a

semeadura do arroz.

3.3.1. Metodo indireto usando solo marcado

Azolla carolfiniana, crescida em solugao nutri-
tiva isenta de nitrogénio, foi incorporada ao solo TRE que ja
apresentava-se marcado com nitrogenio-15 e devidamente, esta-
bilizado (0,7% at. °N). A Azolla foi aplicada com base em
0,10 e 20 g de matéria fresca. No Quadro b pode-se verificar

o delineamento utilizado para esse método, bem como as carac-

teristicas do material incorporado.

Quadro 4 - Delineamento experimental usado para o método indi
reto de avaliagao da recuperagao do N da Azoffa com

uso de solo marcado (0,7% at. °N).

Dose Azolla Peso m.s. % N N-total (mg) N-Azofla
(g mat. fres- incorporada(mg) Azolla Azolla incorp. ao solo
ca/vaso) ‘ -(mg/kg solo)
0 - - - -
10 1.000 b, 22 42,22 8,4k

20 2,000 4,22 84,44 16,88
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3.3.2. Metodo direto usando Azoffa marcada.

Azolla carolindana, apos ter sido devidamente
marcada com '°N através de solugao nutritiva acrescida de YON
(100 ppm de nitrogénio na forma de uréia a 4% atomos de 1SN
foi incorporada .. ao. solo TRE também em 3 doses (0,10

e 20 g de materia fresca de Azolla).0 Quadro § mostra o deli-

neamento do experimento e as caracteristicas da Azoffa incor-

porada.

Quadro 5 - Delineamento experimental do método direto de ava-
liagao da recuperagao do N da Azofla com uso de A-
zofla marcada.

Peso mat. seca ' N-Azolla %at.

Doses (g/mat. incorporada %N N-total inc. ao 15N

fresca/vaso) (mg/vaso) (mg) solo (mg/kg

solo)
0 - - - - -
10 1000 4,92 L9 2 9,85 . 2,81

20 ‘ | 2000 k,92 98,4 19,70 2,81
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3.3.3. Tratos culturais e coleta e analises das plan-

tas de arroz

Apos a incorporagao da Azelfa ao solo, semen-

tes de arroz variedade IAC 1278 foram plantadas nos vasos. O

solo recebeu uma adubagao basica de P (86 ppm) e 1 ml/kg de
solo da seguinte solugao de micronutrientes: H3BO3 (2,86 g/1);
MnClz.tho (1,81 g/l);._ZnSOh.7H20 (0,22 g/1); HzMooh.hHZO

(0,02 g/1); CuSOh.7H20 (0,08 g/1).

No 149 dia apos o plantio foi feito o desbaste
das plantas, deixando-se 5 plantas por vaso. Ao atingirem 15
cm de altura forneceu-se uma lamina de agua de 4 cm de altu-
ra.

Foram feitas duas pulverizagoes com Azodrin e
Dithane, para o controle preventivo de insetos e brusone, no
21¢ dié apos o plantio. |
| A coleta das plantas foi feita 63 dias apos o
plantio. Nao houve emissao de panfcula, uma vez gue as condi-
¢oes ambientais foram desfavoraveis (inverno rigoroso).

As plantas foram cortadas na altura do solo e
a parte aérea e raizes foram secas em estufa a 60°C até peso
constante.

0s parametros analisados foram: peso da wmaté-
ria fresca e seca, porcentagem de nitrogénio e nitrogenio to-
tal (método de Kjeldahl) e % de adtomos em excesso de “°N pelo

método de Dumas em espectrometro de massa ATLAS-VARIAN-MAT mo
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delo CH-4,

3.4. Determinagio do N derivado do Solo e da Azoffa incor-

poréda

3.4.1. Metodo direto

0 nitrogenio proveniente da AzofLa (%NPA) atraves
do método direto foi calculado a partir do enriquecimento de

15N nas plantas de acordo com TRIVELIN et alidi (1973):

o - 15 -
o 4 atomos excesso ~ "N na parte aerea do arroz
4NPA = x 100

B 15 .
% atomos excesso = N na Azoffa incorporada

0 nitrogénio proveniente do solo (NPS) foi cal
culado por diferenga, uma vez que as unicas fontes de nitroge
nio disponiveis eram o do solo e o proveniente.da decomposigao da

Azolla. Portanto:

ZNPS = 100 - ZNPA

Com esses dados calculou-se as quantidades de

nitrogénio proveniente dessas fontes da seguinte forma:
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ZNPA x N total arroz = _ (mg N nas plantas)
100

QNPA =

QNPS = N total - QNPA

3.4.2. Metodo indireto

Pelo método indireto determinou-se o nitroge -

nio proveniente do solo (NPS) e por diferenga foi calculado o
N proveniente da Azolla:
tomos excesso °N na parte aérea do arroz % 100

a
atomos excesso °N na fracao mineral de N do solo.

0 calculo da % atomos *°N em excesso na fracgao

mineral de N do solo foi efetuado a partir do uso de plantas

controle desenvolvidas em solo sem incorporagao.

Calculo do N proveniente da Azolla:

ZNPA = 100 - %NPS

De modo semelhante ao item 3,4.1., calculau-se

as quantidades de N proveniente de ambas as fontes.

3.5. Recuperagao do '°N incorporado ao solo na forma de A-

zolla

A recuperacao do *°N da Azolla pelas plantas



de arroz foi assim obtida:

ZNPDA x N total

%R =
quantidade total de N incorporado como Azofla

.65.
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L, RESULTADOS

4,1, Fatores do meio-ambiente e a simbiose AzolLa-Anabaena

L.1.1. Determinacao da atividade da nitrogenase {redu-

tase C,H, "in situ")

Buscou-se com esse experimento uma padronizagao
da metodologia de medida da atividade da enzima nitrogenase no
sistema fixador AzoflLa-Anabaena, sem que se causasse perturba-
¢des no ambiente normal de desenvolvimento das plantas.

A Tabela 1 apresenta dados comparativos dos va-
lores obtidos em Azofla carofinfana quando se mede a atividade
da enzima nitrogenase no proprio vaso de crescimento ('siste-
ma intacto') e quando a medida € feita, apos transferencia do
conteudo do vaso ao frasco de incubagao ('sistema perturbado'), meéto-

do comumente usado na pesquisa. A atividade da nitrogenase quando medida
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Tabela 1 =~ Determinaggo da atividade da nitrogenase (reducao de C,H, in

situ'" em Azolla caroliniana em vasos plasticos mantidos em ca-

sa-de-vegetacao, apos 15 dias de desenvolvimento. Médias de 3
repetigoes.

Sistema Atividade nitroqenase Peso materia seca
(nmol C,H,/a.h) (mg/vaso)

Intacto 1266,0 + 95 563 + 95

Perturbado 717,5 £ 45 546 + 25

pelo metodo onde ocorre perturbacao do sistema, mostrou uma re
ducao numerica da ordem de 40%, em relacao ao metodo onde se a
vali; o "sistema intacto'. Essa redugao pode ser devida a per-
turbacao do ambiente, influenciando sobre a atividade da nitro
genase, uma vez que os outros fatores eram identicos, para os
dois métodos.

Usando propano como controle interno do siste-
ma .intacto, constatou-se que ocorreram vazamentos; sendo estes
da ordem de 4% do volume do vaso fechado, para 30 minutos de
incubagao das plantas. Considerou-se a metodologia como efi-
ciente, simples e com bom indice de precisao, sendo adotada para

uso nos experimentos posteriores.
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4.1.2. Comportamento de especies de Azoffa em relacgao

ao pH do meio

As Tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram os parametros a-
nalisados no presente experimento (producao de biomassa, ativi
dade da enzima nitrogenase, N-total e a % de N, respectivamente das
plantas de Azolfa).

‘Durante o periodo do experimento (15 dias) as
plantas de Azoffa nao acusaram diferengas visuais no desenvol-
vimento, entre os diferentes pHs. 0 crescimento foi normal, sen
do que o numero de plantas nos vasos era dobrado a cada perio-
do de 4-5 dias. A coloragcao das plantas nao mostrou alteragao,
mantendo-se dentro dos padroes normais para cada especie de A-
zolla.

Esses fatos sao concordantes com aqueles encon-
trados na literatura, que dizem que a associagao pode sobrev}-
ver em ampla faixa de pH: 3,5 a 10,0, segundo NICKEL U96l),ASﬁ
TON (1974); WATANABE et alii(1977) e PETERS et alid (1980a). Co
mo os pHs aqui utilizados foram 4,5; 5,5 e 6,5, podem sér con-
siderados dentro da faixa na qual o desenvolvimento da associa
¢ao continua normal.

Entre as especies, as que apresentaram maior in
fluencia dos diferentes pHs, com menor acumulo de materia se-
ca (Tabela 2) foram a Azolla pinnata e a A. nilotLca. 0 valor
de pH 5,5 foi nesse parametro o que mais beneficiou as espé-

cies de Azolla. A. microphylla, foi a espécie menos sensivel
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aos diferentes pHs, mostrando maiores acumulos de materia seca
nos pHs 4,5 e 5,5 (C,57 e 0,61 g materia seca/vaso, respectivamente sen-
do ligeiramente prejudicada quando este se elevou a 6,5 (0,52 g/
vaso) .

Para todas as especies estudadas, a maior taxa
de crescimento (em termos de ganho de materia seca/dia) foi en
contrada no pH 5,5 e a menor, no pH 4,5, WATANABE et alii (1977),
assumiram, em estudos em @sa-de-vegetagcao, que o pH da solugao
nutritiva no qual houve melhor adaptagao da associagao Azolla-
Anabaena foi 5,5, confirmando os nossos resultados.

Observando-se os dados de atividade da nitroge-
nase. (nmol CgHu/g.h),'na Tabela 3, nota-se que nao houve signi
ficativas diferencas para esse parametro na interagao pH ver-
sus especies.de Azoﬂﬂa, encontrando-se apenas um efeito isola-
do entre as espécies dentro dos pHs 4,5 e 5,5.

WATANABE et ali¢ (1977) observaram que, somente
acima de um valor 7,5 de pH houve alguma inibigao da atividade
da nitrogenase, enquénto que TALLEY et alik (1977) constataram
que acima de pH 8,5 ha a necessidade de uma fonte suplementar
de ferro para o desenvolvimento normal da associacao.

Estudos antériormente realizados em casa-de-ve-
getacao do CENA,usando 3 niveis de pH em solucao nutritiva, pa
ra Azolla f4iliculodides, evidenciaram que o pH 5,5 favoreceu a
atividade da nitrogenase (FIORE e RUSCHEL, 1981).
| A porcentagem de nitrogenio da materia seca das plantas

(Tabela 4) variou de 3,92 a 7,14% para as seis espécies dentro dos 3
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pHs, dados que vao de encontro aqueles citados na literatura.
(3-6% de nitrogeénio encontrados por autores como MOORE, 1969;
TALLEY e RAINS, 1980; TALLEY et ali4. 1977; WATANABE et
afii, 1977). De acordo com LUMPKIN e PLUCKNETT (1982), quan
do se obtem porcentagens de nitrogénio nas plantas de Azol
£a entre 3,5 a 4,0%, ha indicagoes de que, tanto a disponibilli
dade de P ‘na solugao quanto a temperatura ambiente, os fatores
que mais influenciam o desenvolvimento da Azoffa, nao estariam
atuando como limitantes. De fato, o experimento foi :conduzido
em epoca de temperaturas favoraveis ao desenvolvimento da asso

ciacao (diurnas na faixa de 25-350C e noturnas entre 18 e 25°C),

A TaBelé 5 mostra os acumulos de nitrogénio nas
plantas. Também aqui, o pH mais favoravel as especies foi o de
valor 5,5. Em media, a especie que apresentou maiores %N e acé
mulo de nitrogénio na materia seca foi a Azolla f§iLiculodides
(6,02% e 0,031mg N/vaso). As menores taxas para nitrogénio en-
contraram-se na A. nifotfica (4,39% N e 0,018mg N/vaso) que tam
bem apresentou menoreg taxas de acumulo de materia seca. O teor
de nitrogenio, portanto, esteve diretamente ligado ao cresci-
mento.

Azolla micndphylﬂa destacou-se como espécie to-
lerante a baixo pH (valores 4,5 e 5,5), apresentando taxas de

crescimento e acumulo de mateéria seca em geral acima das me -

dias das outras especies.
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Tabela 2 - Comportamento de especies de Azolfa em relagao ao pH do meio -
Produgao de biomassa (g materia seca/vaso) apos desenvolvimento

de 15 dias em casa-de-vegetacao. Medias de trés repetigdes.

} pH

Especies x
L,5 5,5 6,5

A. caroliniana 0,55 a 0,55 ab 0,47 b 0,52 a
A. giliculodides 0,53 b 0,53 ab 0,49 ab 0,51 a
A. mexicana 0,52 abc 0,54 ab 0,58 a 0,55 a
A. microphytla - 0,57 a 0,61 a 0,52 ab 0,56 a
A. nilotica 0,43 ¢ 0,38 ¢ 0,44 b 0,42 b
A. pinnata 0,45 be 0,46 bc 0,45 b 0,45 b
X 0,57 ab 0,61 a 0,52 b
C.v. = 7,6%
Tukey 5%

dms (spp.) =0,05

dms (pH) = 0,07
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Tabela 3 - Comportamentode especies de Azofla em relagao ao pH do meio - Ati
vidade da nitrogenase(nmol C2Hxs/g.h), apos desenvolvimento de 15

dias em casa-de-vecetacao. Medias de tres repeticoes.

pH

Especies X

L,5 5,5 6,5
A. carnoliniana 236,9 ab  249,7 ab 261,2 1 249,3
A, {ilicutoides 289.5 ab  329.8 a 348, 6 3\22,6‘
A. mexdLcana 222,5 a 305,8 a 287,7 272,0
A. mécrophylla 358,1 ab 64,8 b 17,1 280, 0
A. nilotica 273,1 ab  298,2 a 309, 1 293,5
A. pinnata v L6L,5 a 316,5 a 192,5 324,5
x 307,4 260,8 302,7
C.V. = 32,6%
Tukey 5%
dms para interacao spp. dentro pH = 232,9
dms para interacao pH dentro spp. = 189,26
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Tabela 4 - Comportamento de especies de Azoffa em relacao ao pH do meio -
Concentracdo de N (%) na biomassa obtida apos 15 dias de desen

volvimento em casa-de-vegetagao. Medias de tres repetigoes.

pH
Especies x

L5 5,5 6,5
A. caroliniana - 5,04 5,43 - 4,33 4,93 ab
A. §iliculoides 5,06 5,85 7,14 6,02 a
A. mexicana 4,43 5,85 5,01 5,09 ab
A. micrephylla 4,76 5,77 4,72 5,08 ab
A. nilotica 4,51 4,76 3,92 5,39 b
A. pinnata 4,66 5,35 5,40 5,13 ab
x L, 74 5,50 5,08

C.v. = 18,1%
Tukey 5%

1,31

dms (spp.)

dms (pH) n.s.

dms (spp. x pH) = n.s.
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Tabela 5 - Comportamento de especies de Azo€€a em relacao ao pH do meio -
N total (mg/vaso) na biomassa, obtida apos 15 dias de desenvolvi

mento em casa-de-vegetacao. Médias de tres repetigoes.

pH

Especies x

h,5 5,5 6,5
A. caroliniana 0,030 0,030 0,020 0,026 ab
A. filicwloides 0,026 0,033 0,033 0,031 a
A. mexdicana 0,023 0,033 0,026 0,027 ab
A. microphylla 0,030 0,033 0,024 0,029 ab
A. nilotica 0,020 0,020 0,016 0,018 ¢
A. pinnata- 0,020 0,023 0,026 0,023 be
x 0,025 ab 0,028 a 0,024 b

C.V. = 19,9%

Tukey 5%
dms (spp.) = 0,007
dms (pH) = 0,004

dms (pH x spp.) = n.s.
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4,1.3. Influencia da luz e temperatura diurna na ativi

dade da enzima nitrogenase

0 presente experimento visou informagoes sobre
o comportamento da atividade da enzima nitrogenase durante o
transcorrer de 12 horas do periodo luminoso.

0 pico da atividade da nitrogenase foi observa-
do as 11 horas, quando atingiu valores proximos a. 900 nmol de
etileno produzido/g.h. A alta observada nesse horSrio indica
que, a atividade da nitrog;nase teve influéncia principalménte
da luz, conforme pode ser observado na Figura 5, onde nota - se
que os picos da intensidade lhminosa (cal/cm2.h) e da ativida-
de da nitrogenase sao coincidentes.

A temperatura mostra~-se ser um fator decorrente
a radiagg; solar, uma vez que a maxima ocorre posteriormehteao
pico de maxima variagao.

Quando se compararam resultados de varios auto-
res, sobre valores da atividade da enzima nitrogenase, pode-se
observar que ainda ha a necessidade de padronizagcao de metodo-
logia para mgdidas da atividade da nitrogenase na Azoffa (PE-
TERS © 1T0 (1984). Um estudo do-comportamento da enzima frente as va
riacoes da intensidade luminosa e temperatura diurna viria au-
xillar nesse campo. ”

Resultados obtidos com gas acetileno, e mesmo
15N2, tendem a ser validos somente instantaneamente, dando mar-

gem a erros, quando extrapolados para todo um ciclo de cresci-
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mento, que envolve variagGes durante os periodos diurnos/notur
nos e mesmo durante a estacao de crescimento (FAO/IAEA, 1982).

Baseando-se nos fatos apresentados pela litera-
tura e nos resultados obtidos por este experimento, padroni -
zou-se - efetuar-se as medidas da atividade da nitrogenase ,
dentro da faixa de maxima obtida (entre 10:00 e 11:00 horas)
para utilizacao nos ensaios subsequentes.

Deve-se ter em conta, entretanto, que nas condi
coes naturais a A;oﬂﬂa esta submetida a varia95e51 cotidianas
de intensidade luminosa mu;to maiores que éque]as dadas em con-
dicoes controladas, sendo os resultados obtidos em casa-de-ve-

getaggo dificitlmente extrapo]ados para as Condigaesr de cam

po (VAN HOVE e LOPEZ, 1983).

-

4.1.4. Influencia de fontes e doses de nitrogenio ..no

desenvolvimento e na fixacao de N, pela Azc¢clla

Neste ensaio, as plantas desenvolvidas em solu-
¢ao nutritiva acrescida de nitrogénio mostraram um aspecto que
bradi¢o e um tamanho menor que aquelas desenvolvidas na solu-
¢ao sem fonte de N. Esse desenvolvimento anormal deve-se, pro-
vavelmente, ao efeito inibitdério do N exogeno a fixacao biolo-
gica do nltrogénio; que € a fonte preferencial de N para a A-

zolLa, conforme citado na literatura (PETERS et alidi, 1977; PE

TERS et alidi, 1980a).
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A Tabela 6 apresenta os resultados de atividade
da enzima nitrogenase na Azeffa carolindana frente as 4 fontes
e 3 doses de N na solugcao. A atividade da enzima diminuiu em
67% e 75%, em relagao ao tratamento sem nitrogenio, para res-
pectivos acrescimos de 50 e 100 ppm de nitrogenio mineral na
solugao.

Nitrato de amonio parece ser a fonte de nitroge
nio mineral que menos influenciou a atividade da nitrogenase,
diminuindo-a em cerca de 40%. As fontes mais inibidoras foram
nitrato de potassio e sulf;to de amdnio, seguidas pela uréia.

PETERS e MAYNE (1974b), encontraram que n}trato e
ureia inibiram a atividade da enzima em ate 30%. No p}esente
experimento encontrou-se, quando se usou nitrato de potassio wu-
ma redugao de 50% da atividade, e aproximadamente 35% quando da
uti]izagég da ureia.

0 efeito das doses crescentes dentro de cada tra-
tamento também foi observado. Quando dobraram-se as doses (de
50 para 100 ppm) de sulfato de amdnio e nitrato de potassio,ob
servaram-se depreciagoes de ate 75% na atividade da nitrogeni
se, O mesmo nao acontecendo com os aumentos das doses de nitri
to de amonio e ureia.

Deve-se salientar, porém, que os valores deste
experimento, foram obtidos num espago de tempo de 15 dias de
desenvolvimento das plantas ;a presenca de fontes de nitroge-

nio combinado. Segundo WATANABE et afid{ (1981), esses resulta-

dos podem variar, de acordo com a extensao desse periodo e que,
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inclusive, a atividade da nitroaenase pode ser 100% recuperada
se as plantas desenvolvidas em meio contendo nitrogenio mine-
ral forem removidas para outro, isento do elemento.

PETERS et afii (1981) afirmam que apesar do N-
combinado ter depreciado a atividade da nitrogenase, este nao
afetou significativamente o crescimento da biomassa.

No presente experimento, o acrescimo de 50 ppm
de nitrogenio causou significativa diminuigao de’pfodugéo de
materia seca (40%, em médi§); Quando elevou-se o teor de nitro
génio na solugao a 100 ppm, deprimiu-se em ate 50% a produgao
de biomassa, nao havendo efeitos de fontes diferentes de N (Ta-
bela 7). |

Pela Tabela 8 observa-se que nao houve efeitos
significgtiv;s das fontes e doses de nitrogenio combinado so-
bre a ¥ de N nas p]antas; variando de 3,80 a 5,09 dependendo da
fonte e dose.

Quanto ao N-total das plantas, a Tabela 9 mos-
tra que diferengas significativas nao foram observadas entre
os tratamentos 0 e 50 ppm de N, porém, essas s3o notadas quan-
do sao adicionados 100 ppm de N; sob qualquer forma. Quando se
adicionou 50 ppm na forma de sulfato de amonio, a quantidadede
nitrogenio acumulada foi maior que no controle sem N, apesar da
primeira ter ocasionado decngscimos, tanto na atividade da ni-

trogenase quanto na produgao de biomassa das plantas (Tabela7).



4o

- 79.

L r‘
o
Lol
&
L0
pr 30
5 1
o
.
ped
2
d
@ 204
o
€
3 .
R
0 t s
0,240
4
o
2 =060
E -
20N
Z &
S £
3 7
L 0
5 =~ 0,080
o
=
0 t
1000 .
800
y‘ e
R 600 }
[ o
3 <
o £l
o T
=~ 3
- (&}
Z
2 hoo}
c
200 {
. . : t {horas)
0 1

15 19

Figura 5 - Influencia da luz e temperatura diurna na ativi-

dade da nitrogenase em Azolla.
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Tabela 6 - Influencia de fontes e doses de nitrogenio no desenvolvimento e

na fixagdo de N, pela Azoffa - Atividade da nitrogenase (nmoles

C,Hy/g.h), apos desenvolvimento de 15 dias em casa-de-vegetagao.

Medias de trés repetigoes.

Fontes

Doses (ppm)

x|

Oﬁ 50 100
Nitrato de amonia 1265,7 A 471;8 B 471,3 aB 736,3 a
Sulfato de amonia 1265,7 A 335,0 B 197,6 bB 599,4 b
Nitrato de potassio 1265,7 A L428,1 B 109,6 bC 601,1 b
Ureia _ 1265,7 A 394,3 B 463,8 aB 707,9 ab
x 1265,7 a 407,3 b - 310,6 b
C.v. = 14,9%
dms (fonte) = 128,29
dms (doses) = 100,56

dms (fontes x doses) = 201;13

Tukey 5%

letras minusculas (a,b,c)

. letras maiusculas (A,B,C)

interacao entre linhas

interacao entre colunas
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Tabela 7 -~ Influgéncia de fontes e doses de nitrogenio no desenvolvimento e
na fixagao de N, pela AzoLla - Produgdo biomassa (g matéria se-
ca/vaso) apcs desenvolvimento de 15 dias em casa-de-vegetacao .

Medias de trées repetigoes.

Doses (ppm)

x|

Fontes

0 50 100
Nitrato de amonio 0,56 0,50 0,25 0,44
Sulfato de amonio 0,56 0,29 0,18 0,34
Nitrato de potassio 0,56 0,30 0,32 0,40
Ureia 0,56 0,45 0,33 0,45
X 1 0,56 a 0,39 b 0,27 ¢

C.V. = 20,4%

dms (fonte) = r.s.

dms (dose) = 0,085
dms (fonte x dose) = n.s.

Tukey 5%
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Tabela 8 - Influéncia de fontes e doses de nitrogénio no desenvolvimento e
na-fixagao de N, pela Azeffa - Concentragao de N(%) na biomassa
obtida apos 15 dias de desenvolvimento em casa-de-vegetagao. Me-

dias de treés repetigoes.

Doses (ppm)

x|

Fontes

0 50 100
Nitrato de amonio 4,73 4,03 4,30 b,35
Sulfato de amonio : 4;73 4,03 4,12 4,50
Nitrato de potassio 4,73 3,80 b,oh 4,19
Uréia 4,73 4,63 5,09 4,82
x .. 4,73 5,12 4,39

C.V. = 14,16%

dms (fontes) = n.s.

dms (doses) n.s.

dms (fontes » doses) = n.s.

Tukey 5%
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Tabela 9 - Influencia de fontes e doses de nitrogenio no desenvolvimento e
na fixacao de N, pela Azoffa - N-total (mg/vaso) nabiomassa ob-
tida apos 15 dias de desenvoivimento em casa-de-vegetacac. Me-

dias de tres repetigoes.

Doses (ppm)

Fontes X

0 50 100
Nitrato de amonio 0,027 0,020 B 0,0103 0,019
Sulfato de amonio 0,027 a 0,045 aA  0,0073 b 0,626
Nitrato de potassio 0,027 0,113 B 0,0130 0,017
Ureia 0,027 0,016 B 0,0170 0,020

x 0,027 a 0,023 a 0,012 b

C.V. = 45,76%

dms (fontes)

n.s.

dms (doses) 0,01

"

dms (fontes x doses) = 0;0]9

Tukey 5%

"

. letras mintsculas (a,b,c) interacao entre linhas

interacao entre colunas

. letras maiusculas (A,B,C)
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4.2. Marcacao da AzoffLa com *°N em solucao

Azofla caroliniana desenvolveu-se em bandejas,
com solugao nutritiva acrescida de ureia, a 100 ppm de N, 4% a
tomos de SN em excesso. 0 inéculo inicial foi de 2,5 g, ba-
seado na recomendagao de uso de 50 g AzoffLa (materia fresca)/m2.

Observou-se que a atividade da nitrogenase das
plantas crescidas em solygéo acrescida de ureia foi 55% menor
em relacao 5que]as cujo desenvolvimento ocorria em solugcao nu-
tritiva isenta de N. Convem lembrar porem, que no presente en-
saio mediu-se a atividade da nitrogenase pelo método tradicio-
nal, com perturbacao do ambiente, enquanto que nos outros expe
rimentos esta atividade foi medida utilizando-se a metodologia
proposta no item 3.1.1. (sem perturbagao do ambiente no qual a
planta vem desenvolvendo-se).

Através do método da diferenca, com uso de :°N,
foi calculada a % de nftrogénio na Azoffa proveniente da fixa
cao. Encontrou-se, apos 15 dias de desenvolvimento das plantas
em solugéd com '°N, que 28,66% do nitrogénio da planta era pro-
veniente da fixacao (Tabela 10). |

0 valor aqui encontrado ;ai de encontro aos re-
sultados de WATANABE (1983), que usou '°N, em solugao (1,48 g N/
m2 do tanque) e uma planta nao fixadora (Lemna minor L.), cons
tatando apos 15 dias de creécimento em solugao marcada, taxa de
fixacao de N, de 35%. Porem, apos 28 dias da inoculagao, essa

taxa havia elevado-se a 86%.
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FIORE et afidL (1979), concluiram que apos 10 dias
de desenvolvimento em solugao com nitrato de potassio (50 ppm
de N, como KNOB) marcado com 5N, a porcentagem de nitrogénio
derivado da fixacao era de 64 a 69%, enquanto que o derivado
da solucao estava na faixa dos 31 a 36%.

Em outros trabalhos, WATAMABE et alil (1981) concluf -
ram que o nitrogenio derivado da fixacao naAzofLa, correspondia a 30%
do total, quando em presenca de N mineral.

No final do experimento, obteve-se em media 64,7g
de matéria fresca/bandeja,vde Azolla ca&oﬁiniana, marcada a

2,81% atomos de ISN em excesso, para o estudo posterior de in-

corporagao da Azoffa em arroz inundado, em casa-de-vegetacao.

4.3. Recuperacao, pelo arroz, do *'°N da AzoffLa incorporada

ao solo

As plantas de arroz foram coletadas (confonmadgi
crito em 3.3.) e analisadas. OS resultados dos parametros ob-
servados constam nas Tabelas 11, 12; 13 e 14,

Para a obtengcao das taxas de recuperagao, pelo
arroz, do nitrogenio proveniente da mineralizacao da Azofla ca
holindana incorporada ao solél dois métodos de marcacao foram
utilizados: o metodo indireto, que se utilizou de um solo TRE
marcado a 0,7% at. '°N ao qual foi incorporada AzofLa, matéria

fresca nao marcada, e o método direto, onde Azoffa marcada, a
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2,81%at. 15N foi incorporada a solo TRE que continha apenas a
abundancia natural de atomos de *°N (0,366% at. !°N).

Plantas de arroz desenvolvidas em solo sem -in-
corporagcao de Azoffa foram utilizadas como controle. Os calcu-
los foram feitos baseados na abundancia do elemento '°N nessas
plantas.

As porcentagens de recuperagao de nitrogénio ob
tidas pelos dois metodos foram semelhantes (Tabelas 11 e 12).
Para a dose de 10 g de Azolla caroliniana (matérié fresca ‘'in-
corporada), obteve-se, pe]é método direto, que 13,14% do nitro
génio total absorvido pelas plantas de arroz, era provéﬂente da
Azolla e; pelo método indireto, a taxa obtida foi de 13,26%.

Para doses de 20 g de materia fresca de Azolla,

e

obteve-se pelo método direto que a recuperagao foi de 11,05%,
enquantomque pelo indireto as taxas foram, em media, de 7,27%.

Embora os resultados tenham sido semelhantes, de
ve-se levar em consideragao a variabilidade encontrada dentro
dos dois metodos. 0 metodo direto mostrou-se bastante superior
ao método indireto quanto a precisao das medidas obtidas pois,
enquanto o primeiro apresentou uma porcentagem de erro de 10,33%,
entre as repeticoes, o segundo apresentou 48,24% de variacao,
mostrando um grau de confiabilidade menor.

Os valores de—-porcentagem de nitrogenio na plan-
ta proveniente da Azofla (%QPA) : quantidade de nitrogenio de-

rivado da planta (QNPA, em mg/vaso) e % de recuperacao do ni-

trogenio, obtidos atravées do metodo direto, mostram que houve
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uma proporcionalidade entre a dose de N aplicada (na forma de
Azolla), e a dose de N recuperada pelo arroz.

0 metodo indireto mostrou valores proximos aos
do direto, apenas nos dados das plantas de arroz desenvolvidas
sob a dose mais baixa de Azoffa incorporada, nao estampando pro-
porcionalidade.

. Partindo-se do principio da diluigcao isotdpica
que preconiza que a planta n3o discrimina **N e '°N do solo, ab
sorvendo-os em proporgoes semelhantes aquelas fornecidas pelo
meio, pode-se supor que atraves do metodo indireto, houve uma
diluigcao muito grande do nitrogenio da Azofla dentro do reser-
vatorio de *°N do solo.

Pelas Tabelas 13 e 14, observa-se que o desen-
volvimento do arroz, pelos dados obtidos através dos dois métg
dos; foi equivalente, nao havendo resposta diferencial das plan
tas a aplicacao de diferentes doses de Azofla carofindana ao.so

lo.
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Tabela 11 - Recuperagao pelo arroz do nitrogénio da Azoffa incorporada ac

solo. Plantas colhidas aos 63 dias apos plantio, desenvolvidas
em casa-de-vegetacao (5 plantas/vaso). Determinagoes obtidas a
traves de método indireto, onde se utilizou solomarcado (0,70%

at. 15N) e Azoffa carolinfana nao marcada.

20

Dose Azoflla % At. lsN’ ZNPA GNPA % Recupera-
g materia fresca/ (mg/vaso)’  cao N prove
vaso) niente
Azolla
0,639 1,80 2,52 5,82
0,631 L,68 7,02 16,65
10 0,618 9,35 8,1 20,18
0,634 3,60 2,61 10,40
M=0,630 M=4,86 M=5,03 M=13,26
(+0,0078) (x2,790) (+2,735) (x6,4)

% de erro do metodo = 48,24

0,639 1,80 2,34 2,38
0,624 7,19 7,91 11,07
0,633 3,96 3,56 5,20
0,624 7,19 8,63 10,45
M=0,630 M=5,04 M=5,61 M=727
(+0,0064) (+2,286) (£2,707) (24,19)

% de erro do metodo =57,64

Planta controle (sem Azoffa) utilizada = 0,644 + 0,016% at. 15N
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Tabela 12 - Recuperagao pelo arroz do nitrogenio da Azoffa incorporada ao
solo. Plantas colhidas aos 63 dias ap6s plantio, desenvolvidas
em casa-de-vegetacao (5 plantas/vaso).Determinagoes obtidas a-
traves de metodo direto, onde se utilizou Azolfa carelindiana

marcada (2,81 % at. '°N) e solo nZo marcado.

Dose Azolla % At. 15N ZNPA QNPA % Recuperagao
(g materia fresca/ . (mg/vaso) N proveniente
vaso) Azolla
0,456 3,68 7,36 15,09
0,456 3,68 6,26 1274
10 0,460 3,85 6,54 12,
0,457 3,72 5,58 11,60
0,451 3,48 4,87 13,85
M=0,456 M=3,68 M=6,122 M=13,14
(£0,0029) (x0,1187)  (*0,847) (£1, 36)

% de erro do método = 10,33%

0,507 5,77 7,50 7,86

0,518 6,22 11,20 11,24

20 0,538 7,04 11,97 12,28
0,520 6,30 8,82 - 8,96

0,547 7,M 11,86 11,72

M=0,526 M=6,55 M=10,27 M=11,05

(x0,0145) (x0,593) (¥1,792) (£1,46)

% de erro do método = 13,18%

Planta controle (sem Azefla) utilizada = 0,371 * 0,002 % at. *°N.



.91,

Tabela 13 - Recuperagao pelo arroz de nitrogenio da Azaﬂﬂa incorporada ao

solo. Peso da matéria seca (g/vaso); N-total (mg/vaso) e nitro
génio derivado da Azof£la (mg/vaso) de plantas colhidas aos 63
dias apos o plantio, desenvolvidas em casa-de-vegetagéo(S.plaQ
tas/vaso). Método indiretc, onde se utilizou solo marcado (0,7%

at. °N) e Azolla carcliniana nao marcada.

Dose N Peso materia seca N-total © QNPA
(g Azolla) (g/vaso) (mg/vaso) (mg/vaso)
6,77 91,39
9,56 100,38
0 ' 8,52 79,24
11,78 90,56
8,53 94,68
M 8,91 (*1,L446) 91,25 (%6,93)
9,61 136,46 2,52
10,08 150,19 7,02
10 ' 8,36 91,12 8,41
8,90 121,93 2,16
9,22 130,92 -
M 9,23 (+0,589) 126,12 (+19,758) 5,03 (+2,735)
7,06 111,83 2,3&
10,16 130,05 7,91
20 8,80 110,88 3,56
9,10 . 88,27 ’ 8,63
9,82 ’ 122,75 : -
M 9,15 (+0,807) 112,76 (+14,163) 5,62 (x2,707)
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Tabela 14 - Recuperacao pelo arroz do nitrogenio da Azo£€a incorporada ao

solo; Peso da materia seca (g/vaso); N-total (mg/vaso) e nitro
génio derivado da Azof€a (mg/vaso) de plantas colhidas aos 63
dias apos o plantio, desenvolvidas em casa-de-vegetacao (5 plan
tas/vaso). Metodo direto, onde se utilizou Azolla caroliniana,

marcada (2;,81% at. °M) e solo nao marcado.

Pose N Peso materia ‘seca N-total GNPA
(g Azolla) (g/vaso) (mg/vaso) (mg/vaso)
9,43 184,83
9,15 118,95
0 10,12 126,50
8,53 112,60
9,92 113,09
T 9,43 (0,566) 131,19 (+27,285)
11,21 201,78 7,36
10,71 170,29 6,26
10 10,64 158,54 6,54
10,23 153,45 5,58
8,97 139,93 : 4,87
M 10,35 (£0,758) 164,80 (+20,901) 6,12 (+0,847)
8,33 134,11 7,50
9,36 177,84 11,20
20 11,44 171,60 11,97
8,69 139,91 8,82
11,28 155,66 11,86
M 9,82 (+1,301) 155,82 (£17,078) 10,27 (1,792)




5. DISCUSSAO

Antes de uma utilizacao efetiva da Azofla como
adubo verde para o arroz numa determinada regizo, torna-se ne-
cessario um programa de selecao de espécies mais produtivas e
adaptadas, para que o produtor possa se beneficiar do potencial
maximo dé associacao. Para uma selecgao effciente, os caracte-
re; mais visados objetivando boa qualidade do material segundo
GRIST (1979) seriam crescimento rapido com alta producdo de bio
massa, altas taxas de acumulo de nitrogenio, adaptabilidade a
baixgs pHs, baixos teores de fosforo e altas temperaturas, en-
tre outros.

A atividade da enzima nitrogenase poderia ser
um fator a se considerar na selecao de especies de Azoffa. Po-
rem, trata-se de um parametro que dificilmente expressa o po-
tencial real da associacao, devido as variacces existentes na

atividade da enzima durante periodos diarios, sazonais e mesmo
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durante seu ciclo de desenvolvimento. Ha autores como LUMPKIN
e PLUCKNETT (1982), que sugerem que nao devem ser utilizados va
lores da atividade da nitrogenase para avaliar-se potencialdas
especies de Azoffa mas apenas como um parametro auxiliar, de
correlagao com o teor de N-total ou com fatores do meio.

Ao lado das criticas que sao feitas aos resulta
dos pouco seguros que a atividade da enzima traz, esta a pro-
blematica da metodologia a ser adotada para sua ngd1da pois nao
ha, na pesquisa, uma padrogizagéo de metodos.

0 presente trabalho propos ﬁma metodologia de a

Ll

valiacao da atividade da nitrogenase ''in situ'. 0 sistema '"in-

tacto', ou seja, um sistema onde a atividade e mensuraJa nos
proprios vasos onde as plantas normalmente se desenvolvem, mos
trou-se Xiév;l, apresentando um erro da ordem de 4%, para 30
minutos de incubagao.

Deve-se, frisar porem, que as medidas obtidas
com este método nao devem ser extrapoladas para todo um perio-
do, ou mesmo para todo um ciclo de desenvolvimento (FAO / IAEA,
1982). Sao resultados momentaneos, validos apenas para o curto espa-
¢o de tempo em estudo, e obtidos em condicoes de casa-de-vege-
tacao.

Com o estudo da luz e temperatura diurna in-
fluenciando a atividade da nftrogenase, foi possivel determi-
nar-se o horario de maxima atividade da enzima, padronizando des-

ta forma o horario para as determinagcoes, em todos os ensaios

subsequentes.
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Atraves de ensaios sobre fatores do meio ambien
te que influenciam a associacao simbiotica AzolLa-Anabaena, ob
teve-se algumas informacoes basicas importantes.

Diferentes respostas fornecidas pelas diversas
especies de AzoflLa nos 3 niveis de pH estudados, podem ser con
sideradas uteis para obter plantas tolerantes a baixo pH, pois
apesar da ‘tendencia que existe de solos inundados estabiliza -
rem seu pH enre 6,5 e 7,0, indiferentemente destes serem aci-
dos ou basicos antes da inundagao, a lamina d'agua desses so-
los tendem a apresentar um pH sempre um pouco mais baixo (PON-
NAMPERUMA, 1977).

Estudos sobre crescimento e fixacao biologica de
N da Azolla em presenca de N-combinado devem ser desenvolvidos u
ma vez que esse elemento se encontra sempre presente em solos
cultivados com arroz, dada a sua alta exigéncia por este nu-
triente. Nesse trgba]ho verificou-se que doses de N - combinado
promoveram diferengas significativas na produgao da biomassa da
Azolla independentemeﬁte da fonte utilizada.

A marcacao da AzolflLa canolindana foi feita em
solugao nutritiva contendo 100 ppm de N na forma de uréia enri
quecida a 4% atomos de ISN; Atraves do metodo da diferenca,
estimou-se a porcentagem de N proveniente da fixagcao. Entretan
to, segundo Boletim da FAO/IAEA (1982) e WATANABE (1983), essa
determinacao e mais precisa quando se utiliza uma planta ''nao
fixadora de N'", como controle, ou entao, pelo metodo direto, a
15y

través de atmosfera marcada com 2
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Apos a obtengao do material marcado (AzolLa ca-
rolindiana), fez-se a incorporagao deste ao solo e, através de
2 metodos, obteve-se taxas de recuperagcao do N da Azofla pela
planta do arroz,.

Os dois metodos utilizados mostraram taxas de
recuperagcao do nitrogenio da Azoffa incorporada por volta de
13%, embora o metodo direto (no qual utilizou-se Azolla marca-
da) tenha mostrado uma precisao muito maior, com erro ao redor
de 10,33% entre as suas repetigoes.

0 metodo indireto, com o uso de solo marcado,foi
testado para checar a possibilidade de sua utilizagcao para as
determinacoes .desejadas no presente trabalho. 0s resultados ob-
tidos indicaram ser este um metodo pouco confiavel, devido ao

alto porcentual de erro observado (48,24%), nao sendo portanto,

,
recomendada a sua utilizacgao.

0 metodo direto mostrou maior precisao nas med i
da§ e pode ser recomendado para este tipo de estudo.

FREITAS (1984), utilizando solo marcado através
da decomposigcao de matéria organica vegetal de milho, que acu-
sava uma marcacao de 49% atomos de '°N em excesso, obteve, a-
pos a estabilizacao do *°N adicionado, uma taxa de recupera-
¢ao, atraves de amostragens do proprio solo, de 79,1%. Este re
sultado pode ser uma indicacao de que, o uso de quantidades maio
res de materia organica incorporada ao solo marcado com 1SN,

pode promover uma menor diluigao do nitrogénio adicionado, me-

lhorando, assim, a confiabilidade do método do solo marcado.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais obtidos,

as sequintes conclusoes podem ser ressaltadas:

Ha a necessidade de uma padronizacao na metodologia para ana
lise da atividade da nitrogenase no sistema Azolla-Anabaena.
A metodologia proposta no presente trabalho pode ser vista co
mo uma opgao viavel e precisa. Entretanto, devido a varia-
¢oes horarias, periodicas e sazonais na atividade da enzi-
ma, estudos futuros que visem aprimoramento de metodologias,

devem ser incentivados.

Observou-se efeito varietal para pH. Azolla microphylla e A-
zolla f§iliculoides, mostrando-se mais tolerantes a acidez
(maior produgao de biomassa e acumulo de nitrogénio nos valo

res de pH 5,5 e 4,5), enquanto que a Azolla nilotica foi a
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especie mais sensivel.

A presenga de nitrogenio mineral no meio tem efeito inibito-
rio sobre a fixacao do N, pela Azolla, sendo este efeito de-
pendente da fonte e da dose de N. A atividade da nitrogenase e
a produgao de biomassa da AzoflLa carolindana, desenvolvidaem
solugao nutritiva acrescida de nitrogéenio-combinado, foram

prejudicadas, porem nao foram suprimidas.

Uréia adicionada a solugao nutritiva constituiu-se numa efi-
ciente forma de marcacao da AzollLa carolindana. Com a utili-

15N

zagao de 100 ppm de N, na forma de uréia a 4% at. , em so

lugao de Hoagland, foi possivel obter Azoffa marcada a 2,81%

at. 5N

, com uma recuperacao de 71,34% do nitrogenio acres-
centado a solugao. A producao de biomassa foi um pouco preju

dicada, porem houve marcacao adequada.

Houve fchperagSo pelo arroz do nitrogénio da Azollfa incorpo
rada ao solo da ordem de 13%, para dose menor e 11% quando se
usou doses maiores de Azoffa. 0 metodo direto, que utilizou
Azolla carolindana marcada com 1SN e incorporada ao solo foi
o melhor, apresentando um porcentual de erro na medida de10%
e 13%, respectivamente, para as doses mais baixa e mais alta
de Azolla incorporada. Sua utilizagcao € recomendada para es-

te tipo de estudo.
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