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RESUMO GERAL

A simbiose entre leguminosas e rizébio é a fonte mais importante de nitrogénio
fixado biologicamente em sistemas agricolas. Esta simbiose se caracteriza pela
formacao de nédulos nas raizes das plantas onde ocorre a fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), e que sofrem diversos efeitos ambientais. A FBN nas leguminosas
pode substituir os adubos nitrogenados, ndo depende de energia externa e tem
poucos efeitos ambientais potencialmente adversos. No entanto, plantas
dependentes da FBN costumam sofrer efeitos mais severos, para diversos estresses
ambientais, do que plantas recebendo fertilizantes nitrogenados. Estes efeitos nao
sdo bem conhecidos, mas sabe-se que a nodulagdo e posterior desenvolvimento
dos nddulos sédo pontos criticos na FBN. As medicdes feitas nos ndédulos costumam
ser realizada por métodos destrutivos, que tornam mais dificeis as estimativas de
efeitos temporais porque nao permitem que o pesquisador acompanhe uma mesma
planta e também aumentam o tamanho dos experimentos devido as multiplas
colheitas necessarias. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e avaliar um conjunto de técnicas experimentais, baseado no uso de
analise de imagens, que permitam o acompanhamento de nédulos de leguminosas
ao longo do tempo. O experimento foi conduzido com feijao caupi (Vigna unguiculata
L.) em casa de vegetagdo iniciando-se aos sete dias apds emergéncia até a
maturidade fisiolégica das plantas. Foram realizadas determinagcées semanais do
namero e tamanho dos ndédulos, massa fresca e seca dos nodulos, area foliar,
namero de folhas, altura da planta, massa seca da parte aérea, massa seca do
sistema radicular e atividade da nitrogenase. Os noédulos retirados manualmente
foram digitalizados nas resolug¢des de 100, 200 e 300 pontos por polegada (ppp), € 0
comprimento e diametro de cada nodulo foram determinados com paquimetro
eletrénico digital e posteriormente por analise de imagem. Digitalizacdes do sistema
radicular de todas as plantas também foram realizadas semanalmente na resolugcao
de 300 ppp. Os nddulos tiveram area, comprimento e didametro determinados, tanto
naqueles retirados manualmente, quanto nos que puderam ser observados nos
lados mais extensos do vaso. Os dados de tamanho de nédulos obtidos por analise
de imagem e por medigdo convencional foram comparados por regressao e teste t
pareado, e os dados de comprimento e diametro de nddulos foram utilizados em
analise de regressdo como variaveis independentes com as variaveis

convencionalmente obtidas como variaveis dependentes.



Posteriormente foi efetuada andlise de regressdo com idade das plantas como
variavel independente tanto para os dados de produtividade de planta quanto para
os dados de nédulos obtidos convencionalmente e pelo método nao destrutivo. Para
as trés resolucoes estudadas, os dois métodos de determinagcdo apresentaram-se
sem diferenca significativa, com a resolucdo mais adequada sendo a de 300 ppp. As
medicoes destrutivas e ndo destrutivas de comprimento e didmetro de modo geral
apresentaram pouca diferenca para a maioria das variaveis descritoras, quando
consideradas a cada idade na colheita, mas diferengas geralmente significativas
quando as idades de colheita nao foram consideradas. Comprimento e didametro dos
ndédulos pela determinacdo nao destrutiva foram geralmente melhores descritores de
massa seca da parte aérea, do sistema radicular e dos nddulos, bem como da
nitrogenase do que comprimento e didmetro obtidos por medicoes destrutivas,
convencionais. As curvas de regressao para o desenvolvimento de nédulos indicam
boa concordancia de modo geral quando obtidas pelos métodos destrutivo e nao-
destrutivo, em particular quanto a previsdo de aparecimento de nédulos e idade em
que a maxima producdo para cada variavel foi encontrada. Dentre as variaveis
ligadas ao tamanho do ndédulo, a soma do comprimento apresentou melhores
caracteristicas quando comparada a massa seca dos ndédulos. Deste modo, a
metodologia proposta apresenta potencial de uso para avaliacdo do
desenvolvimento de nddulos de leguminosas, embora algumas limitagdes possam

ser observadas e precisam ser melhor avaliadas.
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GENERAL ABSTRACT

Legume-rhizobia symbiosis is the most important source of biologically fixed nitrogen
for agricultural systems. This symbiosis characterizes by nodule formation, in which
biological nitrogen formation (BNF) occurs and which suffer environmental effects.
BNF may substitute nitrogen fertilizer, does not depend on external energy sources,
and had potentially deleterious environmental effects. That not withstanding, BNF-
dependent plants usually show stronger effects from various environmental stresses
than plants receiving nitrogen fertilizer. These effects are not well known, but it is
known that nodulation and later nodule development are one of BNF critical steps.
Nodule measurements are usually based on destructive methods, which difficult
temporal effects estimates, since they do not allow a single plant to be followed, and
increase experiment size due to the multiple harvest requirement. This work had as
objectives to develop and evaluate a set of experimental techniques, based on image
analysis, to allow the following of legume nodules over time. The experiment was
conducted with cowpea at a glasshouse, and from seven days after seed emergence
up to plant physiological maturity weekly determinations of nodule number, size,
fresh and dry matters, leaf area, plant height, aerial part and root system dry matters
and nitrogenase activities were obtained. Nodules hand separated were scanned at
100, 200 and 300 dots per inch (dpi) resolutions, and length and diameter for each
nodule determined with a digital pachymeter and with image analysis. Plant root
systems were also weekly scanned at 300 dpi resolution. Nodules had area, length
and diameter determined both on those hand separated and on those visible on the
pot’s sides. Nodule size data obtained by image analysis and conventional methods
were compared by regression and paired samples t tests, and nodule length and
diameter were used in regression analysis as independent variables with
conventional measures of nodulation and plant development as dependent variables.
Afterwards regression analysis was conducted with plant age as independent
variable both for plant yield data and for nodule data obtained both conventionally
and by non-destructive methods. For the three resolutions examined determination
methods did not significantly differ, with the most adequate resolution being 300 dpi.
Destructive and non-destructive measures generally presented small differences for
most descriptive variables, when each harvest age was individually considered, but
usually significant differences when harvest age was not considered. Non-destructive
nodule length and diameter were generally better descriptors of
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aerial part, root system and nodules dry mass and nitrogenase activity than those
obtained by conventional, destructive methods. Regression curves for nodule
development obtained by destructive and non-destructive methods are similar, in
special in regards to nodule appearance prevision and age for maximum value for
each variable. Among nodule size variables length sum had the best characteristics
when compared with nodule dry mass. So the proposed methodology has potential
for legume nodule development evaluation, but some limitations are observed which

require better evaluation.



INTRODUGCAO GERAL

A disponibilidade de nitrogénio é provavelmente o segundo maior limitante a
producéo agricola, perdendo apenas para deficiéncia hidrica (Date, 2000; Graham &
Vance, 2000). A simbiose entre leguminosas e rizbio permite que muitas espécies
adquiram, ao menos parcialmente, sua nutricdo nitrogenada da atmosfera. No
entanto, a quantificagdo do nitrogénio fixado é dificil, tanto em termos econémicos
(Lanyon, 1995) quanto ecoldgicos (Hoglund & Brock, 1987; Panzieri et al., 2000),
mas estima-se que seja responsavel por 45 % (Danso, 1995) a 85 % (Vance et al.,
1988) da fixacao bioldgica de nitrogénio em areas agricolas. Cerca de 80 milhdes de
toneladas de nitrogénio é fixado mundialmente por ano, comparadas com cerca de
82 milhdes de toneladas obtidas por fixacdo industrial (Lanyon, 1995; Halbleib &
Ludden, 2000).

Esta simbiose destaca-se devido a sua importancia econémica e pela maior
eficiéncia do processo de fixacdo decorrente de uma parceria mais evoluida entre
macro e microssimbiontes (Siqueira & Moreira, 2001).

Como este € um processo biolégico, ndo depende de energia externa exceto
a solar, e tem poucos efeitos ambientais potencialmente adversos (Phillips, 1999).
Ja a producdo de fertilizantes nitrogenados depende de combustiveis fosseis
(Boddey et al., 1997). Além disto o uso extensivo de fertilizantes nitrogenados tende
a ser ineficiente, com taxas de aproveitamento de até 50% do nitrogénio aplicado.
Além da perda deste insumo, parte do nitrogénio nao absorvido vai para lengdis
freaticos, rios e mares, gerando problemas ecolégicos e de saude (Graham &
Vance, 2000; Andrade et al., 2001).

A simbiose leguminosa-rizébio se caracteriza pela formacédo de estruturas
radiculares especiais denominadas nédulos, em que ocorre a fixacdo de nitrogénio
pelos bacterdides. A simbiose € estabelecida quando a bactéria infecta e nodula o
hospedeiro, 0 que depende de propriedades intrinsecas dos simbiontes, bem como
da acdo exercida pelos fatores ambientais, isoladamente ou através de suas
interacdes (Siqueira & Franco, 1988)

A nodulacdo €& um processo complexo, que ocorre em varias etapas,
envolvendo mudancas fisiologicas e morfoldgicas tanto nas células hospedeiras
como nas bactérias. As mudancas nas bactérias visam principalmente o
recebimento de fontes de carbono da planta hospedeira, para prover o ATP e o

poder redutor necessario para o processo de fixacao biolégica. As mudangas nas
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plantas hospedeiras visam principalmente assimilar a amoénia produzida pelas
bactérias.

Inicialmente diversos compostos sdo exsudados pelas plantas hospedeiras,
como aminoacidos, acucares e flavonbides, que agem como substancias
quimiotaticas, atraindo o rizébio e induzindo a producdo e exsudacdo de
lipochitooligossacarideos que funcionam como sinais moleculares para a leguminosa
(Dharmatilake & Bauer, 1992).

O tempo de aparecimento dos nodulos é variavel com as espécies de
leguminosas e estirpes de rizébio. Geralmente de cinco a dez dias apoés a
germinagéo, ja existem nodulos visiveis, e a fixagdo do nitrogénio & detectada de
quatro a dez dias apds o aparecimento dos ndédulos. Em algumas espécies, como o
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), as plantas s6 mostram sinais evidentes de que estédo
sendo beneficiadas pela simbiose dez a quinze dias apdés a germinacao (Vargas et
al, 2000).

O processo de fixacao bioldgica de N, atinge seu ponto maximo no estagio de
floracdo plena e declina a partir do enchimento dos graos, participando do
suprimento de N durante todo o ciclo da cultura. Os ndédulos presentes na regiao do
colo da raiz principal sao formados logo apdés a emergéncia das plantas e séo
provenientes das estirpes inoculadas. Ao contrario, nédulos presentes nas raizes
secundarias sao indicios de que a nodulagao ocorreu tardiamente com estirpes que
ja se encontravam no meio (Vargas, 1990).

A fixacdo do nitrogénio é complexa, e muito sensivel aos efeitos ambientais.
Sabe-se que muitos efeitos ambientais, tais como nitrogénio disponivel (Miller &
Pereira, 1995; Bandyopadhyay et al., 1996; Burity et al., 1996; Arrese-Igor et al.,
1997; Gulden & Vessey, 1998; Arias et al., 1999; Leidi & Rodriguez-Navarro, 2000;
Lira Junior et al, 2003), acidez do solo (Anyango et al., 1995; Tang & Thomson,
1996; Sfredo et al., 1996; Date, 2000; Graham & Vance, 2000; Hungria & Vargas,
2000; Andrade et al., 2002; Martins et al., 2003) e disponibilidade de fosforo (Sfredo
et al., 1996; Boddey et al., 1997; Leidi & Rodriguez-Navarro, 2000; Araugjo et al.,
2000; Andrade et al., 2001; Christiansen & Graham, 2002) afetam leguminosas
dependentes da fixacdo do nitrogénio de forma mais severa do que aqueles que néao
dependem da fixacdo (Date, 2000).

Apesar destes efeitos serem bastante conhecidos, seus mecanismos de
atuacao ainda nao sao bem entendidos na maioria dos casos. Sabe-se que uma das
provaveis causas da reducdo da fixacao biolégica do nitrogénio sob condicbes de
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estresse ambiental € uma reducdo no desenvolvimento dos nédulos, conforme
observado para a ervilha na presenca de elevados teores de nitrogénio disponivel ou
de salinidade excessiva na solugdo nutritiva (Lira Junior et al., 2003) e para ervilha,
feijao e lentilha na presenca de baixas temperaturas do solo (Lira Junior et al.,
2005).

A utilizacdo da andlise de imagem apresenta potencial para o
acompanhamento do processo de formacédo e desenvolvimento da nodulacdo e do
sistema radicular, por permitir acompanhar a formagao e o desenvolvimento dos
nédulos, permitindo que essas imagens sejam armazenadas. Posteriormente
através das imagens podem ser realizadas a quantificacdo e determinagdo do
tamanho e didmetro individual, distribuicdo espacial e niumero dos nddulos visiveis,
tamanho do sistema radicular da cultura, sem que ocorra perda do volume do
substrato de cultivo ou raizes, sem causar danos ao sistema radicular e parte aérea
da planta no meio em que estdo sendo cultivadas. Desta forma os efeitos
ambientais podem ser observados e identificados, possibilitando a melhor
observacao desta interacao biolégica entre os rizébios e as leguminosas e sua inter-
relacdo com o meio em que estdo ou foram cultivados e o efeito ambiental em
estudo. Deste modo, este trabalho teve por objetivo desenvolver e avaliar um
conjunto de técnicas experimentais, baseado no uso de andlise de imagens, para
permitir o acompanhamento de noédulos de leguminosas, de forma individual, ao
longo do tempo.

Para facilitar a discussao dos resultados o trabalho foi dividido em capitulos,
sendo o primeiro capitulo intitulado Relacionamento entre tamanho do nédulo e
medi¢cdes convencionais da nodulacdo e o0 segundo capitulo como:
Desenvolvimento de noédulos e plantas de caupi determinado por métodos

destrutivos e ndo-destrutivos.
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CAPITULO 1

RELACIONAMENTO ENTRE TAMANHO DO NODULO E MEDICOES

CONVENCIONAIS DA NODULAGAO'

Costa, J.V.T.2: Lira Junior, M. A.>*: Ferreira, R. L. C.%; Stamford, N.P.3;
Campanharo, M.%; Araujo, F.A.S.%; Sousa, C.A.°

RESUMO

A simbiose entre leguminosas e rizobios se caracteriza pela formacao de nddulos
em que ocorre a fixacdo bioldgica do nitrogénio, e que sofrem diversos efeitos
ambientais. As medi¢des feitas nos nddulos costumam ser baseada em métodos
destrutivos, que tornam mais dificil a estimativa de efeitos temporais. Deste modo foi
desenvolvido e avaliado um conjunto de técnicas experimentais, baseado no uso de
analise de imagens, para permitir o acompanhamento de nédulos de leguminosas ao
longo do tempo. Foi conduzido um experimento com feijdo caupi em casa de
vegetacdo em que a partir dos sete dias apés emergéncia até a maturidade
fisiolégica das plantas foram realizadas determinagdes semanais de numero de
nddulos, tamanho, massa fresca e seca dos nddulos, area foliar, nimero de folhas,
altura da planta, massa seca da parte aérea, massa seca do sistema radicular e
atividade da nitrogenase. Os nddulos retirados manualmente foram digitalizados nas
resolucées de 100, 200 e 300 pontos por polegada (ppp), € 0 comprimento e
didmetro de cada nédulo foram determinados com paquimetro eletrdénico digital e
usados posteriormente por andalise de imagem. Digitalizacdes do sistema radicular
de todas as plantas também foram realizadas semanalmente na resolucdo de 300
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ppp. Foram realizadas regressbes para comprimento e didmetro medidos
convencionalmente e por analise de imagem nas diferentes resolucbes e
comparados resultados obtidos pelo sistema destrutivo e ndo destrutivo. As
medicoes destrutivas e nao destrutivas de comprimento e didmetro de modo geral
apresentaram pouca diferenca para a maioria das variaveis descritoras, quando
consideradas a cada idade na colheita. Comprimento e didmetro dos nddulos pela
determinacao nao destrutiva foram geralmente melhores descritores de massa seca
da parte aérea, do sistema radicular e dos nédulos, bem como da nitrogenase do
que comprimento e diametro obtidos por medi¢des destrutivas, convencionais. Deste
modo, a metodologia proposta apresenta potencial de uso para avaliagdo do
desenvolvimento de nédulos de leguminosas.

Palavras chave: analise de imagens, rhizobium, rizébio, fixacao biolégica de
nitrogénio, FBN

ABSTRACT

The legume-rhizobia symbiosis is characterized by formation of nodules where
nitrogen biological fixation occurs and which suffer several environmental effects.
Nodule measurements are usually destructive, and temporal effect estimation is
usually more difficult. So, a combination of experimental techniques based on image
analysis was developed to allow continued observation over time of the same
nodules. An experiment was conducted with cowpea on a glasshouse on which from
seven days after emergence up to physiological maturity weekly determinations of
nodule number, size, fresh and dry matter, leaf area, aerial part and root system dry
matters and nitrogenase activities were obtained. Nodules were hand separated and
digitized at 100, 200 and 300 dots per inch (dpi) resolutions, and individual nodule
length and diameter measured manually, and later via image analysis. Root systems
were weekly digitized at 300 dpi resolution Regressions were obtained for nodule
length and diameter determined by both systems, and results compared for nodule
determination by the destructive and non-destructive methods. Destructive and non-
destructive measurements were generally non-significantly different for most of the
descriptive variables, when considered at each harvest date. Nodule length and
diameter were generally better descriptors of aerial part, root system and nodule dry
matter, as well as nitrogenase activity, than nodule length and diameter destructively
obtained. So, the proposed methodology has potential for nodule development
evaluation use.

Key Words: image analysis, rizobia, rhizobium, nitrogen fixation, BNF
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INTRODUCAO

A grande importancia da fixacdo biolégica do nitrogénio € devida as
indubitaveis vantagens econd6micas e ecolégicas derivadas deste processo, € um
pequeno aumento em sua eficiéncia teria um impacto importante no balanco global
de nitrogénio além de um aumento na eficiéncia dos sistemas agricolas (Phillips,
1999; Panzieri et al., 2000).

Apesar de plantas dependentes da fixacdo de nitrogénio serem
freqientemente mais prejudicadas pela acidez do solo e outros efeitos ambientais
adversos do que plantas que recebem nitrogénio mineral (Graham, 1992; Munns,
1992; Hungria & Vargas, 2000), os mecanismos causais de modo geral ndo sao bem
conhecidos.

Um efeito comum de condicbes ambientais desfavoraveis a simbiose é uma
reducdo no tamanho dos ndédulos (Hungria & Franco, 1993) e na velocidade de
desenvolvimento dos mesmos (Lira Junior & Smith, 2000; Lira Junior et al., 2003;
Lira Junior et al., 2005)

A maioria dos estudos conduzidos até o momento basearam-se em métodos
que permitem a observacao dos ndédulos de forma destrutiva, ndo sendo possivel
acompanha-los ao longo do tempo. Deste modo ndo era possivel observar a
formagao dos nédulos e 0 acompanhamento do crescimento dos mesmos durante o
ciclo da cultura, exceto pelo uso de diferentes populacées de ndédulos a cada
colheita em que eram avaliados e comparados. Para melhor estudar este sistema
biolégico e sua interacdo com o meio é de fundamental importancia conhecer melhor
os nédulos e sua interacdo com a planta e o meio (Date, 2000).

Recentemente trabalhos realizados com ervilha e outras espécies de
leguminosas descreveram métodos baseados em anadlise de imagem que permitem
medicées ndo destrutivas de nddulos (Lira Junior & Smith, 2000; Lira Junior et al.,
2003). No entanto, estes trabalhos utilizaram esta técnica em amostragem destrutiva
como ferramenta para permitir a determinagdo do tamanho dos nédulos de forma
mais acurada e sem a limitacdo de tempo inerente a determinagédo convencional.

Lira Junior et al (2005), por outro lado, utilizaram uma técnica derivada, em
que as plantas foram desenvolvidas em hidroponia, com os nédulos visiveis, e 0s
mesmos nddulos sendo acompanhados ao longo do tempo. Esta técnica, por sua
vez, apresenta as limitacbes derivadas da hidroponia, que, apesar de ser
extremamente (til para a investigacdo de alguns problemas, ndo é adequada para a

analise de diversas condicoes ambientais, como o efeito da acidez do solo, por
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exemplo que é um fator de muita importancia afetando mais de 800 milhées de
hectares na América Latina (Graham, 1992).

Sabe-se que as raizes e os nodulos ndo se desenvolvem adequadamente em
solos muito &cidos. Entre os fatores de acidez, a toxicidade de aluminio (Pavan et
al., 1982) e a deficiéncia de calcio (Ritchey et al., 1982) tém sido apontadas como o0s
mais consideraveis na restricdo do crescimento radicular e da nodulacdo. Esse
efeito da acidez em si, dependendo do tipo de solo, as deficiéncias nutricionais
normalmente associadas as condicdes &acidas, como deficiéncia de calcio,
magnésio, molibdénio e fésforo e a toxidez provocada pela elevacado nos niveis de
aluminio e manganés sdo fatores limitantes a cultura e conseqientemente a
simbiose (Scholles et al., 1981; Ribeiro Junior, et al., 1987; Miguel & Moreira, 2001).

Por causa dos efeitos ambientais nos nddulos apdés sua formacdo podera
ainda ter uma redug¢do no tamanho e ndmero de nédulos em funcao do estresse
ambiental, este efeito era normalmente observado com medidas destrutivas, devido
a dificuldade de obtencdo de medidas nao destrutivas sobre os nédulos (Hungria &
Franco, 1993; Delgado et al., 1994; Cordovilla et al., 1996; Arrese-Igor et al., 1999;
Silveira et al., 2001).

Deste modo, este trabalho tem por objetivo desenvolver e avaliar um conjunto
de técnicas experimentais, baseado no uso de analise de imagens, para permitir o
acompanhamento de ndédulos de leguminosas, de forma individual, ao longo do

tempo.

MATERIAL E METODOS

Foi conduzido um experimento com caupi cultivar IPA 206 (Miranda et al,
2002) em casa de vegetacdo da UFRPE, Recife, Pernambuco. Foram construidos
vasos em acrilico transparente medindo 28 cm de altura, 20 cm de largura e 7 cm de
profundidade, perfurados no fundo para permitir drenagem e forrados com espuma
(D-23) medindo 20x7x1cm para evitar perda do substrato de crescimento. Estes
vasos foram preenchidos com areia lavada até os 25 cm de altura. Os vasos foram
envolvidos com lona plastica dupla face com a finalidade de diminuir a incidéncia da
luz no substrato.

As sementes foram desinfestadas superficialmente (Montealegre et al., 1995)
e colocadas para pré-germinar envolvidas em papel toalha umedecido com agua

destilada por 24 horas. Trés sementes por vaso foram semeadas e inoculadas com
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1 ml/semente com uma mistura 1:1 (v:v) das estirpes NFB 700 e SEMIA 6156
crescidos em meio YM contendo 10° células de rizébio para cada semente, como
descrito por (Bangel et al., 2001). Aos sete dias pés-germinacéo foi feito desbaste
deixando apenas uma planta por vaso, sendo o substrato em seguida coberto por
espuma para reduzir a evaporacao e nao permitir perda do substrato durante as
operacdes de obtencdo das imagens.

Irrigac6es com solucdo nutritiva de Hoagland sem nitrogénio (Hoagland &
Arnon, 1950) diluida dez vezes em agua corrente foram realizadas duas vezes ao
dia. A partir dos sete dias apés a semeadura até os 70 dias apdés semeadura foi
retirado um vaso de cada repeticdo a cada semana para obtencao de numero de
nddulos, tamanho (comprimento e didametro), massa fresca e seca dos nédulos, area
foliar, nimero de folhas, altura da planta, massa seca da parte aérea, massa seca
do sistema radicular e atividade da nitrogenase pelo método de reducao de acetileno
e determinacao do etileno por cromatografia de gas (Hardy et al., 1973).

Os nédulos retirados foram digitalizados em bandeja de vidro de modo a
evitar seu esmagamento pela tampa do digitalizador (Lira Junior & Smith, 2000).
Digitalizagbes “in situ” do sistema radicular de todas as plantas foram realizadas
semanalmente na resolucado de 300 pontos por polegada (ppp), aproximadamente
118 pontos por centimetro, 24-bits de cor nos dois lados mais extensos de cada
vaso. Os nodulos foram separados manualmente do sistema radicular, e
digitalizados nas resolucbes de 100, 200 e 300 pontos por polegada,
aproximadamente 39, 79 e 118 pontos por centimetro, sendo as imagens utilizadas
para determinacao do comprimento e didametro de cada nédulo, de acordo com Lira
Junior & Smith (2000). Os mesmos nodulos tiveram comprimento e didmetro
determinados através do uso de paquimetro eletrénico digital.

Os nodulos tiveram comprimento e didametro determinados (Lira Junior &
Smith, 2000) tanto nos retirados manualmente por colheita quanto naqueles que
puderam ser observados nas imagens obtidas pela digitalizacdo dos lados mais
extensos do mesmo vaso como podem ser observados no exemplo da Figura 1
desenvolvimento do sistema radicular e da nodulacdo desde a emergéncia até a
maturidade fisiol6gica da planta.
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Figura 1. Desenvolvimento do sistema radicular e da nodulagéo dos 7 aos 70 dias
apos a emergéncia. Dias apds a emergéncia (A) 7, (B) 14, (C) 21, (D) 28, (E)
35, F (42), G (49), H (56), | (63), J (70). Pontos em vermelho indicam a
presenca e o tamanho dos nddulos visiveis.
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A parte aérea, sistema radicular e nddulos de cada planta foram
acondicionados em sacos de papel separados, etiquetados e levados para secagem
em estufa com circulacédo de ar, a 70 °C até massa seca constante, para obtencéo
da massa seca da parte aérea e do sistema radicular (g/planta). Foram também
procedidas avaliacbes das variaveis referentes a nodulacdo, como numero de
nddulos por plantas, massa fresca e seca de nodulos (mg/planta) e atividade da
nitrogenase (nmol CoHy4. h™'. planta).

O experimento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados, sendo
10 colheitas e 6 repeticoes, com um total de 60 vasos. A analise estatistica foi
conduzida utilizando o “Guided Data Analysis Procedure” do SAS (SAS Institute,
1999) para determinacdo de eventuais “outliers” e transformacdes requeridas,
seguida por uso do GLM Procedure, também do SAS, e andlise e selecdo de
modelos de regressao entre as variaveis de nodulacao por andlise de imagem e por
analise com paquimetro eletronico digital Starrett® série 727 com seis polegadas.

Os dados coletados foram analisados em etapas diferenciadas. A primeira
etapa de analise consistiu na avaliacdo da adequacado do uso de medicdes por
analise de imagem, para determinacdo de tamanho (comprimento e didmetro) de
ndédulos. Para este fim foram comparadas as determinagdes feitas com paquimetro
digital em 1196 nodulos de caupi individualmente identificados, com imagens obtidas
dos mesmos nédulos nas resolucdes de 100, 200 e 300 pontos por polegada (ppp)
(aproximadamente 39, 79 e 118 pontos por centimetro), utilizando o programa
Sigma Scan Pro 5% conforme Lira Junior & Smith (2000). Estes dados foram
submetidos a anadlise de regressdo considerando as medi¢cdes digitais como
variaveis independentes e as medi¢des convencionais como dependentes.

Em seguida foram comparados o comprimento e o didmetro de nédulos
determinados no dia da colheita de cada parcela experimental através da medicao
dos nédulos visiveis na parede externa dos vasos pela andlise de imagem com
medicoes efetuadas nos nédulos separados manualmente. Os dados obtidos para
cada nédulo foram utilizados para caracterizar os nodulos pela determinacdao de
Variancia, Curtose, 1° Quartil, Mediana, 3° Quartil, Normalidade, 95 Percentil, 90
Percentil, 10 Percentil, 5 Percentil, Média, Assimetria, e numero de observacoes de
nédulos que foram consideradas como novas variaveis, com um valor por parcela.
Estes dados foram utilizados para a realizacdo de testes de t para amostras
pareadas para variaveis descritoras dos nédulos observados pelos dois sistemas de



15

analise. Os testes foram conduzidos de forma separada para as plantas a cada
idade de colheita.

A terceira etapa de analise consistiu na analise de regressao, coeficiente de
variagdo e nivel de significancia entre os dados de tamanho de ndodulos
(comprimento e didmetro) e dados de desenvolvimento das plantas de caupi que
foram: massa fresca e seca de nddulos, massa seca da parte aérea e do sistema

radicular e atividade da nitrogenase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estimativa do comprimento e diametro dos nédulos em funcao das imagens

analisadas nas diferentes resolucoes

Para a resolucédo de 100 ppp os resultados obtidos apresentaram coeficientes
de determinacao (R?) de 0,89 e 0,86 e coeficientes de variacao iguais a 15% e 23%
respectivamente para comprimento e didmetro dos ndédulos. De acordo com
Pimentel Gomes & Garcia (2002) estes coeficientes de variagdo sdo considerados
precisos de modo que os resultados obtidos sdo fidedignos (Tabela 1). Estes
resultados, no entanto, foram os menos favoraveis quando comparados com as
demais resolucdes estudadas.

Mesmo assim, estes resultados indicam a possibilidade de uso, em especial
considerando-se que nesta resolucao as imagens sdo obtidas com maior rapidez do
que nas resolugdes maiores que também foram estudadas, ocupam menos espaco
no disco rigido e podem ser analisadas mais facilmente. Uma desvantagem desta
resolucdo em relacdo as demais estudadas é que a menor resolucdo pode nao
permitir a identificacdo de nédulos nas fases iniciais do processo de formacao, o que
dificilmente vai acontecer em imagens que foram obtidas em resolucdes superiores
como as demais estudadas neste trabalho (200 e 300 ppp).

Para a resolucédo de 200 ppp os resultados para comprimento e didmetro dos
ndédulos apresentaram-se com coeficientes de determinacédo (R?) de 0,91 e 0,88
respectivamente e CV de 14% e 20% (Tabela 1). As imagens obtidas nesta
resolucao apresentam boa definicdo, ocupam relativamente pouco espaco, permitem
digitalizagdo relativamente rapida e atendem satisfatoriamente as necessidades da

pesquisa realizada.
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Na resolucdo de 300 ppp os resultados apresentam coeficiente de
determinacao (R? de 0,92 e 0,89 e CV de 14% e 18% respectivamente para
comprimento e diametro (Tabela 1). Esta resolucdo apresenta imagens com
definicdo muito boa, mas apresentam em relacdo a resolugdo intermediaria um
tempo maior para obtencao das imagens e tamanho superior dos arquivos. Mas é a
que apresenta a melhor relacdo entre as medidas pelo método analégico e pelo
método digital. Para novos trabalhos realizados usando esta metodologia de anélise
de imagens esta resolucao deve ser a indicada, por apresentar estas caracteristicas.

Tabela 1 — Equacgdes de regressdo comparando comprimento e didametro de nédulos
através das analises de imagens digitais e medicbes com paquimetro digital nas
resolucdes de 100, 200 e 300 pontos por polegada.

VARIAVEIS Equacédo rF cv
Comprimento na comp = 0,45 + 0,76 (comp 100 ) 0,89 15%
resolucdo 100
Comprimento na comp = 0,30 +0,81(comp 200) 0,91 14%
resolucao 200
Comprimento na comp =0,21+0,84(comp 300) 0,92 14%
resolucao 300
Diametro na resolugéo diam =-0,39 +1,32(diam100) — 0,01(diam100)? 0,86 23%
100
Diametro na resolugao diam =-0,11+1,21(diam 200) - 0,01(diam 200)> 0,88 20%
200
Diametro na resolugao diam =-0,001 +1,16(diam 300) — 0,07 (diam 300)? 0,89 18%
300

Para todas as resolucoes, as regressdes estudadas indicaram ser viavel o
uso de métodos de andlise de imagem para determinacdo de comprimento e
didmetro de ndédulos separados do sistema radicular, com elevados coeficientes de
determinacao e com valores de coeficientes de variagao entre 14 e 23% para as trés
resolucdes analisadas (100, 200 e 300 ppp) indicando que qualquer uma das
resolucdes pode ser utilizada para estas determinagdes.

Para as trés resolugdes analisadas (100, 200 e 300 ppp) néao foi observada
diferenca entre elas com relagdo aos resultados obtidos, porém a resolucao de 300
ppp apresenta imagens com melhores definigbes que as demais resolugdes
inferiores analisadas neste trabalho.

Com relacédo as metodologias estudadas (analise nao destrutiva e destrutiva)
foi observada diferenca significativa entre elas, porém com pequena magnitude, e
diferenga absoluta inferior a um décimo de milimetro. Mesmo apresentando
diferenca é possivel a o uso da metodologia ndao destrutiva para determinacdo do
comprimento e diametro de nddulos. Desta forma a metodologia usada para estas
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determinacdes permite informacgdes suficientemente seguras de que o comprimento

e didmetro dos nédulos podem ser determinados através da analise de imagens.

Comparacao entre os nodulos visiveis e totais

Na Tabela 2 estado indicadas as probabilidades das diferencas para diversas
caracteristicas dos nddulos visiveis serem diferentes das respectivas caracteristicas
observadas para os ndédulos de cada planta a cada data de colheita. Desta forma,
considerando-se o nivel de significAncia de 5%, poderemos aceitar que os métodos
apresentaram estimativas nao diferentes se encontrarmos valores acima de 0,05
para a diferenca entre os resultados obtidos para todos os nédulos e apenas para 0s
nédulos visiveis, enquanto que valores menores indicam que os métodos
apresentaram comportamento diferenciado.

Para as medidas de tendéncia central (média e mediana) os resultados
obtidos pela nova metodologia indicam que ocorreu diferenca entre os métodos de
determinacdo na colheita realizada aos 49 dias. As demais colheitas néao
apresentaram diferenca significativa entre os dois métodos, como pode ser
observado na Tabela 2. Aos 49 dias os nddulos ja estdo em sua maioria totalmente
desenvolvidos e muitos ja se encontravam em processo de senescéncia. Parte dos
nédulos de algumas plantas ja ndo estava mais visivel nas paredes dos vasos, o que
provavelmente causou a diferenca entre os métodos nesta época de colheita para as
variaveis analisadas.

Ja quanto as medidas de dispersao (variancia, assimetria, curtose e
normalidade), os valores na Tabela 2 indicam que as determinagdes realizadas nas
épocas de colheita referentes aos 21, 35, 42 dias para comprimento e didmetro e
aos 56 dias apenas para o comprimento de nddulos apresentaram diferenca
significativa entre os métodos utilizados para variancia, mas ndao para as demais
épocas de colheita.

Os valores para assimetria mostram que aos 28 e 35 dias e para curtose aos
28 dias indicaram que ocorreu diferenca significativa entre os métodos de
determinacdao. Nesta fase os nddulos estavam em processo de desenvolvimento.
Possivelmente em algumas plantas o tamanho destes ndédulos encontrava-se
variavel, causando essa diferenca entre os métodos nestas épocas de colheita.

A normalidade mostra que houve diferenga entre os métodos de
determinacao nas colheitas realizadas aos 14 dias para comprimento e aos 21 dias
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para diametro e na colheita realizada aos 35 dias para comprimento e diametro de
ndédulos respectivamente. Nas demais colheitas ndo foram encontradas diferengas
significativas para esta variavel analisada.

Observando a Tabela 2, os valores encontrados para as medidas de
dispersao acima descritas, indicam que o método de analise de imagem
provavelmente pode ser utilizado mesmo quando algumas épocas de colheita
apresentaram diferenca significativa entre os dois métodos, visto que nao foram
encontradas diferengas significativas entre os métodos na fase inicial (aparecimento
e formacgao) e fase de desenvolvimento e senescéncia dos nddulos, baseado nos
resultados obtidos para estas variaveis analisadas.

Tabela 2 — Niveis de significAncia para o teste das amostras pareadas das
populacdes de comprimento e didametro de nédulos visiveis determinados através da
analise de imagens e medicdées com paquimetro digital para todos os nédulos da
mesma planta.

Idade das plantas na época da colheita

14 21 28 35 42 49 56 63 70
Comprimento
Média 0.32 0.92 0.20 0.32 0.29 <0,0001 0.35 0.52 0.48
Variancia 0.08 0.01 0.06 <0,0001 0.02 0.05 0.01 0.07 0.35
Assimetria 0.25 0.06 <0,0001 <0,0001 0.05 0.82 0.47 0.85 0.46
Curtose 0.36 0.45 0.01 0.07 0.10 0.42 0.96 0.97 0.38
1° Quartil 0.67 0.15 0.22 0.04 0.10 0.01 0.01 0.78 0.09
Mediana 0.32 0.15 0.07 0.14 0.24 0.01 0.14 0.65 0.36
3° Quartil 0.19 0.61 0.06 0.48 0.45 0.05 0.96 0.05 0.13
P 95 0.21 0.01 0.24 0.27 0.09 0.62 0.21 0.13 0.44
P 90 0.26 0.06 0.80 0.65 0.53 0.81 0.50 0.20 0.44
P10 0.86 0.06 0.09 0.06 0.03 0.01 0.05 0.24 0.10
P5 0.68 0.07 0.08 0.17 0.03 0.01 0.02 0.17 0.22
Norm 0.01 0.65 0.07 0.03 0.16 0.53 0.54 0.28 0.56
n°obs <0,0001 0.01 <0,0001 0.02 0.01 <0,0001 <0,0001 0.02 0.09
Diametro
Média 0.39 0.92 0.21 0.37 0.48 0.01 0.56 0.20 0.97
Variancia 0.25 <0,0001 0.68 0.04 0.01 0.06 0.36 0.07 0.23
Assimetria 0.47 0.07 <0,0001 0.03 0.12 0.61 0.26 0.64 0.57
Curtose 0.48 0.79 0.03 0.06 0.26 0.65 0.33 0.94 0.59
1° Quartil 0.80 0.06 0.21 0.06 0.18 0.01 0.04 0.67 0.08
Mediana 0.52 0.11 0.23 0.22 0.30 0.01 0.10 0.19 0.93
3° Quartil 0.39 0.76 0.10 0.65 0.97 0.11 0.96 0.09 0.38
P 95 0.15 0.01 0.47 0.50 0.09 0.84 0.41 0.12 0.58
P 90 0.15 0.05 0.70 0.98 0.36 0.80 0.70 0.19 0.60
P10 0.97 0.40 0.08 0.15 0.04 0.01 0.03 0.21 0.25
P5 0.60 0.21 0.36 0.18 0.03 0.01 0.03 0.14 0.13
Norm 0.44 0.03 0.47 0.04 0.31 0.39 0.34 0.55 0.35

P 95, 90, 10, 5 = percentis, Norm = normalidade, N° obs = nimero de observagoes.
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Para as medidas separatrizes foram analisados os quartis e percentis. Para o
1° Quartil os resultados indicam que existe diferenca significativa entre os métodos
de determinacao para o comprimento de nédulos na colheita realizada aos 35 dias e
para os comprimentos e didmetros nas colheitas realizadas aos 49 e 56 dias, nas
demais épocas de colheita ndao foram encontradas diferencas significativas para esta
variavel a diferenca foi observada nas épocas de colheita em que os nédulos ja
estavam em sua maioria totalmente formados com muitos deles ja em processo de
senescéncia e decomposicédo, devido a competicao por carbono organico entre os
nédulos e as vagens da planta, o que pode ter levado a diferencga significativa entre
as imagens nestas épocas de colheita (Neves & Hungria, 1987). Ja para o 3° Quartil
nao ocorreu diferenca significativa entre os dois métodos de determinacdo para
comprimento e didmetro de nodulos.

Para o Percentil 95 com base nos valores que podem ser observados na
tabela 2, houve diferenca significativa entre os dois métodos de determinagéo na
colheita realizada aos 21 dias fase inicial de formacao dos nédulos, ndo ocorrendo
diferenga para as demais determinagdes realizadas nas outras épocas de colheita.
Para o Percentil 90 ndo foram encontrados valores que indicasse que houve
diferenga significativa entre os métodos de determinacdo durante o ciclo da cultura.
Os Percentis 10 e 5 apresentaram resultados que mostram a ocorréncia de
diferenca significativa entre os métodos de determinacdo para as épocas de
colheitas realizadas aos 42 e 49 dias para o comprimento e didmetro e aos 56 dias
apenas para o didametro de ndédulos para o percentii 10 e para comprimento e
didmetro no percentil 5 essa diferenca foi encontrada quando os nédulos ja estavam
formados, com muitos deles em processo de senescéncia e decomposicdo
consequentemente reduzindo o numero visivel nas imagens obtidas nesta época,
nao sendo encontrada diferenca para as outras épocas de colheitas realizadas.

No entanto, os resultados encontrados para as demais variaveis analisadas
das medidas separatrizes indicam que existe diferenca significativa apenas em
algumas épocas de colheita para determinadas variaveis, e para outras variaveis
nao foram encontradas diferencas entre os dois métodos de determinagao utilizados
nesta pesquisa.

Para o numero de observagdes existe diferenca entre os dois métodos de
determinacao para todas as épocas de colheita, com excecao da realizada aos 70

dias em que nao foi encontrada diferenca significativa para esta variavel, conforme
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esperado, em funcdo direta da metodologia, que observa e acompanha apenas
parte do sistema radicular.

Avaliacao das variaveis

Na Tabela 3 pode ser observada a comparacdo entre comprimento e
didmetro dos nodulos, determinados tanto pelo sistema convencional como através
da analise de imagens e massa fresca e seca de nédulos, massa seca da parte
aérea e da raiz e nitrogenase, levando em consideracdo o numero de nédulos. De
modo geral verificou-se que para a metodologia de analise de imagem, os
coeficientes de determinacdo apresentaram-se inferiores aos obtidos com a
metodologia convencional, com excec¢ao para a variavel nitrogenase que apresentou
resultado superior para a média no método digital, porém com comprimento e
didmetro apresentando geralmente maior importdncia do que na medicéo
convencional, como pode ser observado pelos niveis de significAncia encontrados
para cada variavel do modelo (Tabela 3).

Tabela 3 — Coeficiente de determinacdo e nivel de significAncia para média e
mediana de comprimento e didmetro de nddulos, determinados convencionalmente
e através da analise de imagens, e numero de néddulos como variaveis
independentes e massa fresca e seca de nédulos, massa seca da parte aérea e da
raiz e nitrogenase como variaveis dependentes.

MF nédulos MS nédulos MS parte aérea MS raiz Nitrogenase
Média
Ana Dig Ana Dig Ana Dig Ana Dig Ana Dig
R? 0.9770 0.8932 0.9719 0.8867 0.9527 0.9185 0.9412 0.9002 0.6272 0.6505

Comp 0.1283 0.0423 0.2592 0.0465 0.3391 0.5762 0.0552 0.3851 0.8989 0.0176
Diam 0.6550 0.0041 0.6485 0.0047 0.5731 0.1703 0.1697 0.1590 0.8519 0.0087
N°obs <0.0001 0.0093  <0.0001 0.0105  <0.0001 0.0085  <0.0001 0.0077 0.1723 0.3943
Mediana

R 0.9462 0.8327 0.9488 0.7828 0.9426 0.9029 0.9363 0.8499 0.6109 0.5942
Comp 0.0266 0.0104 0.2331 0.1314 0.4953 0.0366 0.2028 0.0544 0.7609 0.1143
Diam 0.2587 0.0003 0.5537 0.0150 0.8277 0.0005 0.2101 0.0056 0.8507 0.0485
N°obs <0.0001 0.2641 <0.0001 0.1938 <0.0001 0.0726 <0.0001 0.1645 0.1340 0.3482

Mf e MS n6dulos = massa fresca e seca de nodulos, MS parte aérea = massa seca da parte aérea, Ms raiz = massa
seca da raiz, Ana = analégico, Dig = digital. Transformagdes das variaveis analisadas pelo método analdgico levando em
consideragdo a média: massa seca da parte aérea e massa seca da raiz pelo Log 10, nitrogenase **-6.4, para a mediana as
transformagdes foram: massa fresca e seca de nédulos **0.3, massa seca da parte aérea e da raiz pelo Log 10, nitrogenase
**-6.3. Transformagdes das variaveis analisadas pelo método digital levando em consideragdo a média: massa fresca e seca
de noédulos, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz pelo Log 10, nitrogenase **-6.2, para a mediana as
transformagdes foram: massa fresca e seca de nédulos, massa seca da parte aérea e da raiz pelo Log 10, nitrogenase **-6.2.

Niveis de significancia para comprimento, diametro e nimero de nédulos, respectivamente.
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Estes valores indicam que as determinagbes das variaveis analisadas podem
ser realizadas com qualquer uma das duas metodologias quando levar em
consideracao os coeficientes de determinacdo para as varidveis analisadas nesta
secao do trabalho, validando a importancia de cada uma das metodologias utilizada
para esta finalidade.

Os coeficientes de determinagdo, como podem ser verificados na Tabela 3,
estdo acima de 0,88 com excecdo da nitrogenase que apresentou (R?) inferior a 0,70
para os dois métodos de determinagcédo, sendo estes 0os menores coeficientes de
determinacao encontrados para as variaveis analisadas.

Com relacado ao nivel de significAncia analisando os resultados obtidos pelo
uso do método analdgico (convencional), para massa fresca e seca de nédulos e
massa seca da parte aérea e da raiz, verifica se que s6 ocorreu diferenca para o
namero de observagdes, ndo ocorrendo diferenca significativa para os demais. Ja
para nitrogenase nao foram observadas diferencas para nenhuma das variaveis em
estudo, utilizando as medi¢cbdes convencionais.

Para as mesmas varidveis analisadas anteriormente levando em
consideracdo a mediana, se observa que os coeficientes de determinagdo para
estas variaveis também foram maiores nas determinacdes analdgicas do que nas
digitais. Como aconteceu com a média os menores coeficientes foram encontrados
na variavel nitrogenase, como pode ser observado na Tabela 3, com coeficiente de
determinacao inferior a 0,70. Merece destaque que de modo geral comprimento e
didmetro foram mais significativos considerando a mediana do que a média,
indicando que a mediana é mais indicada como medida de tendéncia central do que
a média, nestas condigoes.

Analisando os resultados dos niveis de significAncia foram observadas
diferencas entre as varidveis no método analégico na massa fresca de ndédulos para
comprimento e numero de observagdes, massa seca de nodulos, massa seca da
parte aérea e a massa seca de raiz para numero de observacoes. A nitrogenase nao
apresentou diferenca quando analisada levando em consideracdo esta metodologia
(Tabela 3).

Para o método digital observa-se que ocorreu diferenga entre as
metodologias nas seguintes variaveis levando em consideracdo a média: massa
fresca e seca de nddulos para comprimento, didmetro e niumero de observacoes,
para massa seca de nddulos nao apresentou diferenca, massa seca da parte aérea

apresentou diferenca para comprimento, diametro e numero de observacées, para a
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massa seca da parte aérea e da raiz foram observadas diferenca para niumero de
observacgdes. Ja para a nitrogenase foi observada diferenga quando analisada pelo
método digital para comprimento e diametro.

Para as mesmas varidveis analisadas anteriormente levando em
consideracao a mediana observa-se que pelo nivel de significancia para massa
fresca de nddulos foi observado diferenca significativa para comprimento e diametro,
para massa seca de nddulos apresentou diferenca significativa no didmetro, para
massa seca da parte aérea foi observado diferenca para comprimento, diametro, e
namero de observacoes, para massa seca da raiz para didmetro e nitrogenase foi
observado diferenca para o diametro.

De modo geral a mediana apresentou melhor comportamento do que a
média quanto ao seu uso como preditora das variaveis analisadas, e as medicoes
realizadas pela andlise de imagem apresentaram resultados semelhantes quanto
aos coeficientes de determinacéo e geralmente superiores quanto a importancia de

comprimento e diametro no modelo.

CONCLUSOES

A estimativa do comprimento e diametro dos nédulos pela analise de imagens
apresentou resultados satisfatérios, permitindo que os nédulos sejam analisados ao
longo do tempo sem que haja a necessidade da coleta das plantas.

Das trés resolucdes utilizadas na pesquisa, a que apresentou os melhores
resultados foi a de 300 pontos por polegada.

A metodologia desenvolvida apresenta resultados comparaveis a medicao
destrutiva dos nédulos, porém diferenca significativa entre elas foi observada sendo,
porém, de pequena magnitude. Mesmo apresentando diferenca € possivel o uso da
metodologia nao destrutiva para determinagdo do comprimento e diametro de
nédulos.

A mediana pode ser considerada como medida de tendéncia central preferivel
a média, comprimento e didmetro dos nédulos determinados pela nova metodologia
apresentaram-se como melhores preditores de varias variaveis de desempenho da

planta do que pela medi¢cado convencional.
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE NODULOS E PLANTAS DE CAUPI
DETERMINADO POR METODOS DESTRUTIVO E NAO
DESTRUTIVO'

Costa, J.V.T.2; Lira Junior, M. A.>*: Stamford, N.P.%; Ferreira, R. L. C.3;
Campanharo, M.>;Sousa, C.A.°%; Araujo, F.A.S°.

RESUMO

A simbiose entre leguminosas e rizébios é a fonte mais importante de nitrogénio
fixado biologicamente em sistemas agricolas. Neste sistema, a fixacao biolégica de
nitrogénio (FBN) é um processo que ocorre nos nddulos das leguminosas e pode
substituir os adubos nitrogenados, ndo depende de energia externa, e tem poucos
efeitos ambientais potencialmente adversos. No entanto, plantas dependentes da
FBN costumam apresentar efeitos mais severos para diversos estresses ambientais
do que plantas recebendo fertilizante nitrogenado. Estes efeitos ndo sdo bem
conhecidos, mas sabe-se que a nodulagao e posterior desenvolvimento dos nédulos
€ um dos pontos criticos na FBN. A maior parte dos trabalhos estudando estas
etapas tem dependido de métodos destrutivos, que ndao permitem que o pesquisador
acompanhe uma mesma planta e aumentam o tamanho dos experimentos. Deste

modo, este trabalho teve por objetivo avaliar procedimentos para acompanhamento
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do desenvolvimento de nédulos por métodos destrutivo e nao destrutivo em um
mesmo conjunto de plantas. Foi conduzido um experimento com feijdo caupi em
casa de vegetacdo em que a partir dos sete dias ap6s emergéncia e até a
maturidade fisiolégica das plantas foram realizadas determinagdes semanais de
altura e area foliar, e digitalizacao de todos os sistemas radiculares. Semanalmente
também foi retirada uma planta por bloco para determinagdes destrutivas das
variaveis indicadoras do desenvolvimento da planta e da nodulagdo. Os nddulos
tiveram area, comprimento e didmetro determinados tanto nos retirados
manualmente quanto naqueles que puderam ser observados nos lados mais
extensos do vaso. Para area, comprimento e diametro dos nodulos foi realizada
inicialmente andlise descritiva a cada ponto, sendo calculadas, maxima, média,
mediana, minima e soma para cada caracteristica. Estas e area foliar e altura da
planta foram consideradas como variaveis dependentes e idade da planta como
variavel independente na andlise de regressdo. Regressdes foram realizadas de
forma independente para as medicdes obtidas pelo processo destrutivo, tradicional.
Os resultados indicam boa concordancia de modo geral entre as curvas de
desenvolvimento obtidas pelos métodos destrutivo e nao-destrutivo, em particular
quanto a previsdo de aparecimento de nédulos e idade em que a maxima producao
para cada variavel foi encontrada. Dentre as variaveis ligadas ao tamanho do
nédulo, a soma do comprimento apresentou melhores caracteristicas quando

comparada a massa seca dos nodulos.

Palavras chave: analise de imagens, rhizobium, rizébio, fixacdo de nitrogénio, FBN

ABSTRACT

The legume-rhizobia symbiosis is the most important source of biologically fixed
nitrogen for agricultural systems. For this system biological nitrogen fixation (BNF) is
a process which occurs at legume nodules, which substitute nitrogen fertilizer, does
not depend on external energy sources and has few potential deleterious
environmental effects. That not withstanding, BNF dependent plants usually suffer
stronger effects from various environmental stresses than plants receiving nitrogen
fertilizer. These effects are not well understood, but it is known that nodulation and
later nodule development are one of the critical points of BNF. Most studies of these

aspects depend on destructive methods, which do not allow the researcher to follow
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the same plant, and increase experiment size. This work was conducted to evaluate
procedures for nodule development analysis through non-destructive and destructive
methods at a same plant set. An experiment was conducted using cowpea at a
greenhouse. Plants were weekly measured from seven days old to physiological
maturity for plant height and leaf area, and all root systems were digitized. Weekly a
plant was also collected from each block for destructive determination of plant and
nodule development indicative variables. Nodules area, length and diameter were
measured for those hand separated from the root system and for those visible on the
vessels side. For nodule area, length and diameter initial descriptive analysis were
conducted for maximum, minimum, average, median, and sum for each variable.
These variables, leaf area and plant height were studied by regression analysis being
considered the dependent variables with plant age as independent variable.
Independent regressions were conducted for data obtained by the traditional,
destructive methods. Results indicate good general concordance for development
curves obtained by destructive and non-destructive methods, in special in regard to
nodule appearance estimate and age for maximum value for each variable. For
nodule size variables, length sum had the best characteristics when compared to
nodule dry mass.

Key Words: image analysis, rizobia, rhizobium, nitrogen fixation, BNF

INTRODUCAO

A simbiose entre leguminosas e rizébio é a fonte mais importante de
nitrogénio fixado biologicamente em sistemas agricolas (Graham & Vance, 2000).
Como este € um processo biolégico, ndo depende de energia externa, e tem poucos
efeitos ambientais potencialmente adversos. Devido a grande importancia da fixacao
biolégica de nitrogénio, até um pequeno aumento na eficiéncia da simbiose quanto a
fixacdo de nitrogénio teria um impacto importante no balanco global de nitrogénio
além de um aumento na eficiéncia dos sistemas agricolas que incluam as
leguminosas (Phillips, 1991; Panzieri et al., 2000).

A fixacao biolégica de nitrogénio atmosférico (FBN) € um processo ecolégico
e economicamente vantajoso que pode substituir os onerosos adubos quimicos
nitrogenados. No Brasil 0 melhor exemplo de utilizacdo deste processo € a cultura
da soja, onde a adubacdo quimica nitrogenada é totalmente substituida pela
utilizacdo de inoculantes contendo bactérias do género Bradyrhizobium, o que
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representou uma economia para o pais, de cerca de US$ 2 bilhdes ao ano (Lacerda
et al.,, 2004), embora este processo também seja importante para outras
leguminosas, tal como o caupi Vigna unguiculata (Hungria et al., 1997).

Apesar de plantas dependentes da fixacdo de nitrogénio serem
freqientemente mais prejudicadas pela acidez do solo e outros efeitos ambientais
adversos do que plantas que recebem nitrogénio mineral (Graham, 1992; Munns,
1992; Hungria e Vargas, 2000), os mecanismos causais de modo geral ndo sdo bem
conhecidos.

Para melhor estudar este sistema bioldgico e sua interacdo com o meio é de
fundamental importancia conhecer melhor os nédulos e sua interacao com a planta e
o meio (Date, 2000). A maioria dos estudos conduzidos até 0 momento basearam-
se em métodos que permitem a observagdo dos nédulos de forma destrutiva, nao
sendo possivel acompanha-los ao longo do tempo. Deste modo ndo era possivel
observar a formacdo dos ndédulos e o acompanhamento do crescimento dos
mesmos durante o ciclo da cultura, exceto pelo uso de diferentes populacbes de
nédulos a cada colheita em que eram avaliados e comparados.

Recentemente trabalhos realizados com ervilha e outras espécies de
leguminosas descreveram métodos baseados em anadlise de imagem que permitem
medicées ndo destrutivas de nddulos (Lira Junior & Smith, 2000; Lira Junior et al.,
2003). No entanto, estes trabalhos utilizaram esta técnica em amostragem destrutiva
como ferramenta para permitir a determinagdo do tamanho dos nédulos de forma
mais acurada e sem a limitacdo de tempo inerente a determinagéao convencional.

Lira Junior et al (2005), por outro lado, utilizaram uma técnica derivada, em
que as plantas foram desenvolvidas em hidroponia, com os nddulos visiveis, e os
mesmos nddulos sendo acompanhados ao longo do tempo. Esta técnica, por sua
vez, apresenta as limitacbes derivadas da hidroponia, que, apesar de ser
extremamente (til para a investigacdo de alguns problemas, ndo é adequada para a
analise de diversas condicoes ambientais, como o efeito da acidez do solo, por
exemplo, que afeta mais de 800 milhées de hectares na América Latina (Graham,
1992).

Deste modo, este trabalho teve por objetivo avaliar procedimentos para
acompanhamento do desenvolvimento de noédulos e das plantas por métodos

destrutivo e ndo destrutivo em um mesmo conjunto de plantas.
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MATERIAL E METODOS

Foi conduzido um experimento com caupi cultivar IPA 206 (Miranda et al,
2002) em casa de vegetacdo da UFRPE, Recife, Pernambuco. Foram construidos
vasos em acrilico transparente medindo 28 cm de altura, 20 cm de largura e 7 cm de
profundidade, perfurados no fundo para permitir drenagem e forrados com espuma
(D-23) medindo 20x7x1cm para evitar perda do substrato de crescimento. Estes
vasos foram preenchidos com areia lavada até os 25 cm de altura. Os vasos foram
envolvidos com lona plastica dupla face com a finalidade de diminuir a incidéncia da
luz no substrato.

As sementes foram desinfestadas superficialmente (Montealegre et al., 1995)
e colocadas para pré-germinar envolvidas em papel toalha umedecido com agua
destilada por 24 horas. Trés sementes por vaso foram semeadas e inoculadas com
1 ml/semente com uma mistura 1:1 (v:v) das estirpes NFB 700 e SEMIA 6156
crescidos em meio YM contendo 10° células de rizébio para cada semente, como
descrito por (Bangel et al., 2001). Aos sete dias pés-germinacéo foi feito desbaste
deixando apenas uma planta por vaso, sendo o substrato em seguida coberto por
espuma para reduzir a evaporacdo e nao permitir perda do substrato durante as
operacodes de obtencao das imagens.

Irrigacbes com solucdo nutritiva de Hoagland sem nitrogénio (Hoagland e
Arnon, 1950) diluida dez vezes em agua corrente foram realizadas duas vezes ao
dia até drenagem. A partir dos sete dias apds a semeadura até os 70 dias apds
semeadura foi retirado um vaso de cada repeticdo a cada semana para obtencao de
namero de nédulos, tamanho (comprimento e didmetro), massa fresca e seca dos
nddulos, area foliar, massa seca da parte aérea, massa seca do sistema radicular e
atividade da nitrogenase (nmol CzH,. h™. planta). Numero de folhas e altura das
plantas também foram determinadas nao destrutivamente na mesma data, para
todos os vasos restantes no experimento.

Os nddulos tiveram comprimento e diametro determinados (Lira Junior &
Smith, 2000) tanto nos retirados manualmente por colheita quanto naqueles que
puderam ser observados nas imagens obtidas pela digitalizacdo dos lados mais
extensos do vaso, na resolucao de 300 pontos por polegada. A area foliar foi obtida
mediante a digitalizacdo das folhas em digitalizador segundo 0 mesmo procedimento
utilizado para os nédulos. A média da area foliar especifica (cm?/folha) observada



31

em cada idade de amostragem foi utilizada para estimativa da area foliar das plantas
remanescentes por multiplicacdo pelo nimero de folhas contadas.

O experimento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados, sendo
10 colheitas e seis repeticbes, com um total de 60 vasos. A analise estatistica foi
conduzida utilizando o “Guided Data Analysis Procedure” do SAS (SAS Institute,
1999) para determinacdo de eventuais “outliers” e transformacdes requeridas,
seguida de andlise e selecdo de modelos de regressao para as seguintes variaveis:
namero de nédulos, massa fresca e seca de nodulos e atividade da nitrogenase,
altura da planta, area foliar, massa seca da parte aérea, da raiz e das vagens e
massa fresca das vagens, considerando-se a idade das plantas como variavel
independente.

Para as variaveis area foliar e altura das plantas, a mesma anadlise foi
realizada considerando as medicdes repetidas para cada planta, com 60 pontos para
a idade de 7 dias e reduzindo seis plantas a cada semana devido a amostragem
realizada.

Para area, comprimento e diametro dos nédulos foi realizada inicialmente
analise descritiva a cada ponto, sendo calculadas, maxima, média, mediana, minima
e soma para cada caracteristica. Estas foram consideradas como variaveis
dependentes e idade da planta como variavel independente, de forma semelhante a

anteriormente descrita.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise destrutiva do desenvolvimento das plantas e da nodulacao

Foram realizadas andlises para obtencdo da equacdo de regresséao,
coeficiente de determinacdo e coeficiente de variacdo para as variaveis de
nodulagdo e as variaveis relacionadas com o desenvolvimento das plantas como
podem ser observadas na Tabela 1.

Os resultados mostram que para o desenvolvimento das plantas os
coeficientes de determinacdo e de variacdo apresentaram bons resultados em
especial para massa seca da parte aérea, da raiz e de vagens, todas com R? acima
de 0,90 embora massa fresca de vagens e area foliar tenham apresentado R?0,68 e
0,78 respectivamente. O aumento da massa seca da parte aérea e da raiz se deu

até 63 dias aumentando progressivamente ao longo do ciclo da cultura. Foi
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observada uma pequena reducdo na massa seca da parte aérea apenas aos 70
dias, correspondente a ultima data de colheita causada pela queda das folhas mais
velhas em funcédo da maturidade fisiol6gica das plantas.

A massa fresca de vagens foi determinada a partir de 56 dias ap6s a
emergéncia, com as vagens evoluindo em nimero e massa até os 70 dias. Para
area foliar houve uma maior evolucao até 35 dias apds a emergéncia tendo aumento
progressivo no numero de folhas e consequientemente na area foliar. A partir dos 42
dias ap6s a emergéncia houve diminuicdo no desenvolvimento da area foliar
causada possivelmente pelo estagio de floracido e posterior desenvolvimento de
vagens. Consequentemente a massa seca da parte aérea foi influenciada pela
reducdo no desenvolvimento que vinha apresentando até os 42 dias, como podem
ser observadas as equacbes de regressao, os coeficientes de determinacédo e de

variagao e o maximo para estas variaveis na Tabela 1.

Tabela 1 — Equacdo de regressdo, coeficiente de determinacdo (R?), maximo e
coeficiente de variacdo (CV) para cada variavel, considerando a idade da planta
como variavel independente.

VARIAVEIS EQUACAO R* MAXIMO cv
N°no6dulos 10 (0.365 +0.0735 idade -76 x10 ~5 idade 2 ) 0,7502 48 dias 1%
MF nédulos (=0,002 + 0,0427 idade — 38 x10 ~’idade *)° 0,9283 56 dias 8,0%
MS nédulos (0,0225 +0,0323 idade - 28 x10 *idade *)’ 0,8854 56 dias 10%
Nitrogenase 10 (-1.445 +0.0234 idade -15x10 ~° idade ?) 0,4934 Semlident  39%
MF vagens (—80,5 + 2,814 idade — 0,023 idade *)> 0,6859 47 dias  26%
MS vagens (=37 .11 + 1,215 idade — 0,009 idade *)* 0,9378 Semiident  14%
Altura 10 (0,555 +0,0419 idade —27 x10 5 idade ) 0,9200 Sem\ident  8,0%
MSR 10 (-1,53 +0,0491 idade =—33 x10 ~° idade ) 0,9108 Semlident  35%
MSPA 10 (-1.759 +0.,0002 idade -7x10 ~* idade ) 0,9596 64 dias 32%
AF 10 (2,057 +0,025 idade —-19 x10 =% idade ) 0,7890 60 dias 19%

N° nédulos = nimero de nédulos, MF e MS noédulos = massa fresca e seca de nodulos,
Nitrogenase, MF e MS vagens = massa fresca e seca de vagens, altura, MSR = massa seca da raiz,

MSPA = massa seca da parte aérea, AF = area foliar. Sem\ident = sem identificagdo da data.

Com relacdo ao numero de nodulos foi observado crescimento dos 7 dias
apods a emergéncia, fase inicial do processo de nodulagdo até a fase em que as
plantas entraram em processo de formacdo de vagens, conseqlentemente o0s
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nédulos mais velhos comecaram a entrar em processo de senescéncia e em
seguida decomposicéo, resultando na diminuicdo do numero de ndédulos a partir dos
56 dias.

A massa fresca e seca de ndédulos apresentou evolucdo dos 7 dias apds
emergéncia até os 70 dias com coeficientes de determinacdo e de variacado
considerados muito bom para estas variaveis, com aumento de massa fresca e seca
dos nddulos ao longo do tempo como pode ser observado na Tabela 1. Mesmo com
a reducado do numero de nodulos a partir dos 56 dias, causado pelo processo
natural de senescéncia, ndo foi percebida diminuicdo na massa seca de nodulos
devido a nédulos formados tardiamente ainda estarem se desenvolvendo.

Para a altura das plantas os coeficientes de determinacdo e de variacao
também apresentaram resultados satisfatérios, sendo observado que a maxima
altura identificada para as plantas foi identificada aos 70 dias ap6s a emergéncia das
plantas, coincidindo com a dltima colheita visto que a cultivar utlizada no
experimento é de crescimento indeterminado. Foi obtida a maior massa seca de raiz
aos 70 dias coincidindo com a mesma data em que foi obtida a maxima altura,
apresentando coeficiente de variacido de 35% para esta variavel como pode ser
observado na Tabela 1.

O valor maximo da massa seca da parte aérea foi encontrado aos 64 dias
apos emergéncia, fase em que as plantas apresentavam-se com todas as folhas
totalmente formadas e desenvolvidas, esta variavel apresentou coeficiente de
determinacao bom e coeficiente de variagcdo de 32%. A area foliar teve sua éarea
méxima identificada aos 60 dias com R? de 0,78 e CV de 19% como podem ser

observados na Tabela 1.
Analise nao-destrutiva do crescimento das plantas

Para altura determinada de forma ndo destrutiva os coeficientes de
determinacao e de variacdo determinados apresentaram resultados satisfatorios
como podem ser observados na Tabela 2. Os resultados indicam que as plantas
cresceram desde a emergéncia até a maturidade fisiolégica, mesmo quando as
plantas ja estavam com vagens formadas, o que se deve a cultivar utilizada ser de
crescimento indeterminado, concordando com os resultados apresentados pelo

método destrutivo.
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Tabela 2 — Equacéo de regressdo, coeficiente de determinagdo (R?), maximo para
cada variavel (maximo) e coeficiente de variacao (CV) para altura de planta e area
foliar determinados semanalmente.

VARIAVEIS EQUACAO R* Maximo cv

Altura 10 0,784 + 0,0244 idade

0,9193 70 dias 12%

10 1,328 +0,0619 idade —52x10 7 idade >

Area foliar 0,9567 58 dias 4,3%

A area foliar também apresentou resultados para o coeficiente de
determinacao e de variacdo muito bom para esta variavel. As plantas apresentaram
crescimento dos 7 dias apds a emergéncia até os 58 dias, seguido por reducdo. A
reducdo na area foliar foi causada pela queda das folhas mais velhas devido a
maturidade fisioldgica das plantas, como pode ser observado na Tabela 2.

Avaliacao do desenvolvimento das plantas

Foram realizadas andlises para obtencdo das equacdes de regressao,
coeficientes de determinagcdo e coeficiente de variagcdo para as variaveis
relacionadas com a evolugdo da nodulagdo e desenvolvimento das plantas, como
pode ser observado na Tabela 3.

Para as varidveis relacionadas com o comprimento os coeficientes de
determinacdo (R?) obtidos foram superiores a 0,86 com excecdo da variavel
comprimento minimo que apresentou (R?) de 0,63. As idades em que os maiores
tamanhos foram encontrados variaram de 52 a 66 dias apds emergéncia,
dependendo da variavel considerada (soma a mediana). Ja para o comprimento
minimo os resultados sdo identificados nos primeiros dias apds a emergéncia,
indicando que o minimo para comprimento de nédulo é provavelmente determinado
pela capacidade de reconhecimento do nédulo, concordando com Lira Junior et al,
(2003) e Lira Junior et al, (2005). Percebe-se que todos os valores encontrados
foram obtidos a partir dos 52 dias, fase em que todas as plantas ja tinham atingido a
maturidade  fisiolégica  encontrando se  totalmente  desenvolvidas e
consequentemente a maioria dos ndédulos também ja estavam formados. Os

coeficientes de variacdo (CV), foram inferiores a 10%, considerados de boa
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precisao. A excecgao foi a variavel comprimento minimo que apresentou um (CV) de

37%, possivelmente pelas pequenas diferengas encontradas em funcao do tempo.

Tabela 3 — Equacéao de regressao considerando idade como variavel independente,
coeficiente de determinacgdo (R?), maximo para cada variavel (méximo) e coeficiente
de variagdo para as variaveis analisadas.

VARIAVEIS EQUACAO R® Maximo cv
Comp maximo 10 (0094 +0.0323 idade ~3x10 ~*idade *) 0,9271 54 dias 10%
Media comp (1,149 +0,0367 idade —3x10"*idade 2)2 09013 61 dias 6.5%
Mediana comp (1,16 + 0,0316 idade — 24 x10°idade *)*  0,8667 66 dias 7,6%
Comp minimo 10 (0228 +0.0004 idade +302 x10 7 idade *) 0,6320 7dias 37%
Soma comp 10 (70274 +0.101 idade ~97 x10 =S idade 2 0,9539 52 dias 8,7%
Diam méximo 10 (0-0041 +0,0345 idade —32x10 S idade %) 0,9229 54 dias 13%
Média diam (1,021 + 0,0337 idade — 28 x 10 idade *)* 0,9104 60 dias 6,3%
Mediana diam (0,939 + 0,0307 idade — 24 x10 ~*idade *)* 0,8858 64 dias 8,0%
Diam minimo 10 (0:172 0,001 idade +56 x10 =6 idade > ) 0,6269 7 dias 42%
Soma diam 10 (70.39 +0.103 idade ~0.001 idade 2y 0,9487 51 dias 9,9%
Area maxima (1,464 +0,0438 idade —38 x10’idade *)*  0,9395 58 dias 14%
Média area (2,031 + 0,0601 idade — 46 x10 idade *)*>  0,9369 65 dias 4,2%
Mediana area (1,880 + 0,0576 idade — 42 x10 idade *)* 0,8973 69 dias 6,7%
Area minima 10 (0694 +0,0015 idade +206 x10 " idade 2 0,8855 7 dias 7,0%
Soma éarea 10 (0182 +0.102 idade 0,001 idade ) 0,6241 51 dias 12,7%
Ndmero 2 0,9521 51 dias 6,9%

10 (0,422 +0,0819 idade —81x10 ~° idade

Comp = comprimento de nddulos, Diam = diametro de nédulos. O méaximo foi calculado com base na equagao

Para as variaveis relacionadas ao diametro dos nédulos os (R?) encontrados

estdo todos acima de 0,88 com excecdo da variavel diametro minimo que

apresentou resultado inferior a 0,65 como ja tinha sido observado para o

comprimento. As idades em que os valores maximos foram encontrados em funcéo

da regressao coincidiram com os valores encontrados para o comprimento. A maior

diferenca encontrada para a idade de ocorréncia do comprimento maximo e

didmetro foi de 2 dias, indicando que comprimento e diametro comportaram-se de

modo semelhante ao longo do tempo. Também para o diametro minimo o valor

maximo foi identificado no inicio do desenvolvimento. Os coeficientes de variacao
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obtidos para o didmetro foram inferiores a 13% para as variaveis, com exce¢ao para
o didmetro minimo que apresentou um (CV) de 42%.

A area dos ndédulos comportou-se de forma semelhante ao comprimento e
didmetro, com valores maximos encontrados em datas aproximadamente
equivalentes, com o maximo para a area minima também sendo encontrada no
inicio do desenvolvimento e com os coeficientes de variacao para todas as variaveis
abaixo de 14% como podem ser observados na Tabela 3.

Para o numero de nddulos o maximo foi encontrado aos 51 dias
apresentando coeficientes de determinacdo (R?) acima de 0,93 e (CV) inferior a 7%

para esta variavel.
Comparacao entre metodologia destrutiva e nao destrutiva

Area foliar e altura das plantas apresentaram comportamento parecido
independente da forma como foram determinados (analise destrutiva ou analise ndo
destrutiva), apresentando uma relacao direta de crescimento, ou seja, enquanto as
plantas estao se desenvolvendo em altura, a area foliar também evoluiu junto, desde
a emergéncia das plantas até a fase em que as folhas mais velhas comecaram a
cair pelo processo natural causado pela maturidade fisiol6gica das plantas, a partir
de 58 dias. Observa-se que a data em que a area maxima obtida para area foliar
difere entre os dois métodos em dois dias de uma metodologia para a outra, sendo
aos 60 dias para o método destrutivo e aos 58 dias pelo método ndo destrutivo. Com
relagdo a altura ndo foi observada diferenca entre os métodos, sendo a altura
maxima obtida aos 70 dias.

Na Figura 1A estdo apresentadas as curvas de desenvolvimento da area
foliar em funcdo da idade para os meétodos destrutivo e ndo destrutivo, sendo
observado uma diferenca acentuada entre as areas foliares estimadas a partir dos
28 dias, mas de um modo geral elas identificam a evolugao da area foliar ao longo
do ciclo da cultura de forma semelhante, embora a metodologia ndo destrutiva
exarcebe as caracteristicas observadas pela metodologia destrutiva.
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Figura 1. Comparagdo de métodos de avaliagdo de desenvolvimento de plantas de
caupi cultivadas em casa de vegetagao. A — Avaliacdo do desenvolvimento da
area foliar por métodos destrutivo e nao-destrutivo. B — Avaliacdo do
desenvolvimento da massa seca da parte aérea.
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Para a massa seca da parte aérea Figura 1B foi obtida uma curva de
desenvolvimento muito semelhante a curva obtida pelo método ndo destrutivo para a
area foliar.

A massa fresca e seca de nédulos como podem ser observadas na Tabela 1
atingiram o seu maximo aos 56 dias apds a emergéncia das plantas. Ja para o
namero de nddulos foi observada evolugédo desde o inicio da nodulagao até atingir o
seu maximo aos 48 dias e comecando a apresentar reducao a partir dos 56 dias.

Na Figura 2A estdo apresentadas as curvas de desenvolvimento da
nodulacdo para o método ndo destrutivo que superestima o numero de nddulos
durante parte do ciclo da cultura, o que ndo acontece com o método destrutivo. No
geral as duas curvas sdao bem semelhantes com relagdo ao ponto em que comegam
a identificar a evolucao da nodulacao, a idade em que é atingido o pico maximo do
namero de ndédulos e em seguida o declinio desse numero ao longo do ciclo da
cultura em cada data distinta.

Na Figura 2B podem ser observadas algumas variaveis como: soma, maximo,
média e mediana que foram analisadas com a finalidade de identificar a que melhor
descrevesse a evolugcao do comprimento dos noédulos individualmente e no seu
conjunto ao longo do tempo. A soma dos comprimentos dos nddulos apresentou
curva de desenvolvimento semelhante a obtida pelo método ndo destrutivo para
namero de nédulos, sendo também semelhantes a curva do desenvolvimento para
massa seca de nédulos Figura 2C. Com esse resultado pode-se afirmar que esta
variavel é a que melhor representa o crescimento de nédulos analisados pelo
método ndo destrutivo. A média e a mediana apresentaram curvas de formas
bastante semelhante, mas suficientemente diferentes da curva obtida pelo método
destrutivo para restringir sua aplicabilidade. Ja a variavel maximo, apresentou uma
curva com pouca semelhanca com a encontrada para as demais variaveis
analisadas.

Na Figura 2C pode ser observado o desenvolvimento da massa seca de
nédulos em funcdo da idade, apresentando uma curva de desenvolvimento
semelhante a que foi obtida para o método ndo destrutivo indicando que a evolugao
da massa seca de nodulos é melhor representada pelo método néo destrutivo do

que pelo método destrutivo.
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Figura 2. Comparacao de métodos de avaliacao de desenvolvimento de nédulos de

caupi em plantas cultivadas em casa de vegetacdo. A — Avaliacdo do
desenvolvimento do numero de ndédulos por métodos destrutivo e nao-
destrutivo. B — Avaliacdo do desenvolvimento de comprimento de nddulos por
método nao-destrutivo. C — Avaliagcao do desenvolvimento de massa seca de
nddulos.
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CONCLUSOES

Os resultados indicam boa concordancia de modo geral entre as curvas de
desenvolvimento obtidas pelos métodos destrutivo e nao-destrutivo, em particular
quanto a previsdo de aparecimento de nédulos e idade em que a maxima producao
para cada variavel foi encontrada.

O modelo para area foliar obtido pelo modelo ndo destrutivo representa de
forma semelhante a curva de desenvolvimento observada para a massa seca da
parte aérea.

Dentre as variaveis relacionadas ao tamanho dos nddulos, a soma do
comprimento de ndédulos apresentou melhores caracteristicas quando comparada a

massa seca dos nodulos.
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CONSIDERA(}OES FINAIS

A estimativa obtida para o comprimento e didmetro dos nédulos através da
analise de imagens apresentou resultados que sao satisfatérios, permitindo desta
forma que os nédulos sejam analisados individualmente ao longo do ciclo da cultura
sem que haja a necessidade da coleta das plantas para essa determinacao.

Foram utilizadas trés resolucdes (100, 200 e 300 pontos por polegada) e
destas a que apresentou os melhores resultados foi a de 300 pontos por polegada,
sendo, portanto a mais indicada para ser utilizada em futuros trabalhos que tenham
como finalidade estudar o processo da nodulacédo e os efeitos que interferem neste
processo.

A mediana pode ser considerada como medida de tendéncia central preferivel
para comprimento e didmetro dos nddulos determinados pela metodologia de
analise de imagens, visto que se apresenta como melhor preditora de varias
variaveis de desempenho da planta.

A metodologia desenvolvida apresenta resultados comparaveis a medicao
destrutiva dos nédulos, porém diferenca significativa entre elas foi observada sendo,
porém de pequena magnitude. Mesmo apresentando diferenca € possivel o uso da
metodologia nao destrutiva para determinagdo do comprimento e didametro de
nédulos.

Dentre as variaveis ligadas ao tamanho dos nddulos, a soma do comprimento
apresentou melhores caracteristicas quando comparada a massa seca dos nodulos.

Os resultados indicam boa concordancia de modo geral entre as curvas de
desenvolvimento obtidas pelos métodos destrutivo e nao-destrutivo, em particular
quanto a previsdo de aparecimento de nédulos e idade em que a maxima producao
para cada variavel foi encontrada.

No geral, os resultados indicam que a metodologia proposta apresenta
potencial para uso na avaliacdo do efeito de estresses ambientais sobre a nodulacao
de leguminosas, mas testes devem ser executados em solo, para avaliar melhor a
possibilidade de distincdo dos néddulos, sendo sugerido também que as plantas
figuem mais préximas da parede do vaso, para melhor avaliacao das etapas iniciais
da nodulacéo.



