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RESUMO

MACEDO, Ricardo Antonio Tavares. Efeitos da extrusio de H*/OH- em plantas de feijao
crescidas com diferentes fontes de nitrogénio sobre o inicio da formac¢io de nodulos
radiculares. 2010. 126f. Tese (Doutorado em Agronomia, Fitotecnia). Instituto de
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

O feijoeiro pode adquirir nitrogénio da matéria organica do solo, de adubos ou da fixagdo
biologica do N atmosférico (FBN). Entretanto, nesta cultura o processo biologico tem
apresentado baixa eficiéncia nas condigdes de campo. Em fungdo disso, muitos produtores
ndo inoculam as sementes com estirpes eficientes de rizobio, sendo a adubagdo a principal
fonte de N para esta cultura. Além da auséncia da inoculagdo, altas doses de N aplicadas no
solo inibem a nodulagdo e a FBN. No entanto, as causas para esta inibi¢do ndo sdo totalmente
esclarecidas, especialmente pelo fato do N ser absorvido na forma de nitrato (NO3") e amonio
(NH4"). Considerando que a rizosfera da planta crescida com nitrato ¢ alcalinizada e com
amonio ¢ acidificada, este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito das alteragcdes de pH
rizosférico (pHR), causadas pelo metabolismo destas fontes de N, no inicio da formacao de
nodulos. Os experimentos foram realizados em camara de crescimento com luminosidade
média de 400 Lux, fotoperiodo de 12/12 horas (luz/escuro) e temperatura de 25°C £ 2°C.

As plantas foram crescidas em vasos com areia, solos com baixo (8%) e médio (25%) teor de
argila e em soluc¢do nutritiva. No 1° ensaio (salinidade) foi verificado que o amoénio causou
maior elevagio da condutividade elétrica da areia (CE), obtendo-se na dose de 60 kgN ha™! o
valor de 1.655 uS cm™! com aménio e de 1.301 uS cm™ com nitrato. No ensaio seguinte foram
comparadas 2 cultivares contrastantes quanto a capacidade nodular, que confirmaram a alta
(Ouro Negro) e a baixa (Rio Tibagi) capacidade. Como entre as cultivares ndo ocorreram
diferencas expressivas nos valores de pHR, nos demais experimentos avaliou-se apenas a
Ouro Negro. Neste ensaio ¢ nos demais o amodnio foi a fonte de N que mais acidificou a
rizosfera e inibiu a nodulagdo. Através de analises de regressdo para cada fonte de N foi
determinada a dose de inibi¢do total da nodulagdo (nivel critico), pHR nesta dose e¢ a dose
onde ocorreu 80% da maxima nodulagdo (dose de convivéncia). Em geral, foram observadas
as menores doses de NC e de convivéncia com uso do amonio do que com nitrato.

No ensaio em areia (cv Ouro Negro coletada aos 20 DAE), para amdnio e nitrato as doses de
convivéncia foram 13 e 58 kgN ha! e os valores de pHR 3,95 e 5,59, respectivamente. No
ensaio em diferentes tipos de solo (20 DAE), a dose de convivéncia foi menor com aménio do
que com nitrato, sendo no solo com menor teor de argila 18 e 41 kgN ha! e no solo com
maior teor de argila 15 e 27 kgN ha’!, respectivamente. Ja os valores de pHR para amonio e
nitrato foram 4,69 ¢ 6,08 no solo com menor teor de argila ¢ 4,23 ¢ 4,63 no solo com maior
teor de argila, respectivamente. Neste ensaio os neutralizantes aliviaram a acidificagdo da
rizosfera ¢ otimizaram a nodulagdo. No ensaio com aplicacdo de N via foliar, o amonio
também acidificou a rizosfera e promoveu menor nodula¢io (pHR 4,15 e 14 nédulos planta™)
em relagdo ao nitrato (pHR 5,03 e 27 nddulos planta™). No 6° experimento (20 DAE) a dose
de 115 kgVOs4 ha'! permitiu que na mais alta dose de amdnio o pHR ndo sofresse alteragdes,
permitindo também a dose de convivéncia de 46 kgN ha! para o aménio. Em todos os
ensaios, as mais altas doses de N de todas as fontes suprimiram a nodulaco, sugerindo que
nestas doses ocorreram fatores inibidores independentes do pH e ndo mensurados.

Palavras chave: Fontes e doses de nitrogénio, pH da rizosfera, inibigdo da nodulagio.



ABSTRACT

MACEDO, Ricardo Antonio Tavares. Effects of extrusion of H/OH- in bean plants grown
with different nitrogen sources on the early formation of root nodules. 2010. 126p. Thesis
(Doctor Science in Agronomy, Plant Science). Instituto de Agronomia, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Bean plants can get nitrogen from soil organic matter, fertilizer or biological fixation of
atmospheric N> (BNF). However, the biological process in this culture has shown low
efficiency under field conditions. As a result, many farmers do not inoculate the seeds with
efficient strains of rhizobia, being fertilizer the main source of N to this culture. Besides the
absence of inoculation, high doses of N applied to the soil inhibit nodulation and BNF.
However, the reasons for this inhibition are not fully understood, especially because the N is
uptaked as nitrate (NO3") and ammonium (NH4"). Whereas the rhizosphere of plants grown
with nitrate is alkalized and ammonium is acidified, the aim of this study was evaluate the
effect of pH changes in rhizosphere (pHR), caused by the metabolism of these N sources, in
start of nodules formation. The experiments were conducted in growth chamber with average
brightness of 400 Iux, photoperiod of 12/12 hours (light/dark) and temperature 25°C + 2°C.
Plants were grown in pots with sand, soils with low (8%) and medium (25%) clay content and
nutrient solution. In the 1st test (salinity) was found that ammonium had the greatest increase
in electrical conductivity of the sand (EC), obtained with a 60 KgN ha! the value of 1.655 mS
cm™! with ammonium and 1.301 mS cm™ with nitrate. In the following assay were compared
two contrasting cultivars in capacity of nodulate, which confirmed the high (Ouro Negro) and
low (Rio Tibagi) capability. As among cultivars were not significant differences in the values
of pHR, in others experiments was evaluated Ouro Negro only. In this assay and in others
ammonium was the source of N with more capacity of rhizosphere acidify and inhibit
nodulation. Through regression analysis for each N source, was given the dose of total
inhibition of nodulation (critical level), pHR at this dose and the dose which was 80% of
maximum nodulation (dose of coexistence). In general, was verified the lowest doses of
critical level and coexistence using ammonium than with nitrate.

In the sand test (Ouro Negro sampled 20 DAE) for ammonium and nitrate the doses of
coexistence was 13 and 58 KgN ha™! and the values of pHR was 3,95 and 5,59, respectively.
In test with different soil types (20 DAE), the dose of coexistence was lower with ammonium
than nitrate, being in soil with lower clay content 18 e 41 KgN ha! and soil with higher clay
content 15 e 27 KgN ha’!, respectively. The values of pHR for ammonium and nitrate were
4,69 and 6,08 in soil with lower clay content and 4,23 and 4,63 in soil with higher clay
content, respectively. In this test the neutralizers alleviated acidification of the rhizosphere
and nodulation was optimized. In test with leaf application of N, ammonium also more acidify
the rhizosphere and promoted less nodulation (pHR 4,15 and 14 nodules plant!) compared to
nitrate (pHR 5,03 and 27 nodules plant'). In the 6th experiment (20 DAE) the dose of 115
kgVOs ha'! allowed that highest dose of ammonium did not make changes in pHR, allowing
also the dose of coexistence of 46 KgN ha™! for ammonium as source of N. In all tests, the
highest N rates from all sources completely inhibited nodulation, suggesting that these doses
were the occurrence of others inhibiting factors independent of pH and not measured.

Keywords: Sources and doses of nitrogen, rhizosphere pH, inhibition of nodulation.
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1. INTRODUCAO

Em paises como o Brasil, que possui grandes areas agricultaveis e a0 mesmo tempo
uma populacdo crescente e com baixa condi¢do socio-econdmica, a cultura do feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.) mostra-se cada vez mais presente em atividades de subsisténcia, fato
comum em diversos paises latinos e africanos, sendo na maioria dos casos a principal fonte de
proteina na dieta das populagdes (CIAT, 1990).

Quando se considera a producdo de feijao em escala comercial predominam no
cendrio agricola nacional as pequenas e médias propriedades, estando as lavouras com certos
investimentos restritas apenas a algumas regides dos Cerrados de Goias e de Minas Gerais,
Bahia e Espirito Santo (YOKOHAMA et al., 1996) onde o manejo de irrigacdo ¢ adubacdo
tem possibilitado a geragdo de incrementos na produtividade. A conseqiiéncia do predominio
de lavouras de feijao com dimensoes reduzidas € o baixo nivel de tecnificacdo empregado no
cultivo deste cereal, quando comparado a outras culturas de grdos como a soja e o milho,
resultando na obtencdo de baixos niveis produtivos. No ano de 2008, a area colhida de feijao
no Brasil foi de aproximadamente 3,8 milhdes de hectares, considerando as trés safras anuais,
com rendimentos médios pouco superiores a 900 kg de grdos por hectare (FAO, 2010).

No pacote tecnologico necessario a plenitude produtiva da cultura do feijao o manejo
da fertilidade do solo ¢ um fator que merece destaque, principalmente considerando a
correcdo da acidez e o fornecimento de nutrientes. Dentre os elementos essenciais aos
vegetais, o nitrogénio ¢ o requerido em maior quantidade, podendo no caso do Phaseolus
vulgaris L. ser obtido pela absor¢do radicular na forma mineral nitrica e/ou amoniacal ou
através da fixacdo bioldgica do N2 atmosférico (FBN) por meio de associagdo com bactérias
simbidticas (rizobios) introduzidas ao sistema através da inoculag@o das sementes.

Devido ao fato de o nitrogénio apresentar-se como um insumo de elevado custo para o
produtor ¢ da necessidade de serem gerados incrementos na produtividade das lavouras
nacionais de feijdo, estudos que busquem otimizar a interacdo entre a fixagdo bioldgica de
nitrogénio e o uso de nitrogénio mineral sdo extremamente importantes (FRANCO et al,
2002), especialmente sabendo-se que nesta cultura a magnitude do processo bioldgico muitas
vezes nao permite que todo o nitrogénio requerido seja obtido através desta fonte. Nas
condigdes tropicais, por exemplo, a FBN na cultura do feijao tem sido pouco eficiente. Varias
hipoteses foram testadas para explicar essa baixa eficiéncia, entre elas podemos citar o
aprimoramento de estudos com estirpes que devem apresentar alta competitividade e
efetividade no solo (RAPOSEIRAS et al., 2006), o efeito direto do pH do solo (MORON, et
al., 2005), temperatura ¢ umidade do solo (HUNGRIA & FRANCO, 1993) e a deficiéncia
mineral, principalmente do fosforo (CHAGAS et al., 2007) e do molibdénio (JACOB-NETO,
1985; JACOB-NETO et al., 1988; JACOB-NETO & FRANCO, 1995).

Nas ultimas décadas a pesquisa na area de FBN com feijoeiro concentrou esfor¢os na
tentativa de aumentar a sua eficiéncia, porém ndo ocorreram grandes avangos tecnoldgicos
capazes de tornar a inoculagdo das sementes a forma de fornecer todo o nitrogénio que a
planta requer, assim como foi obtido na cultura soja. Por esta razdo, varios autores t€ém
proposto o uso de nitrogénio mineral complementar ou como fonte Unica de suprimento do
elemento para a planta, especialmente quando se espera produtividades elevadas da cultura
(ROSOLEM, 1987; TSAl et al., 1993).

Diversos autores afirmam que doses de nitrogénio normalmente utilizadas nas
lavouras de feijao inibem a nodulagdo e a presenca de nddulos funcionais (PUIATTI, 1997),
porém, a FBN pode se expressar se forem utilizadas baixas dosagens de N-fertilizante e um
balango adequado dos demais nutrientes, podendo ocorrer um efeito sinergistico ao invés de
inibidor (TSAI et al., 1993). A razdo pela qual a presenga do nitrogénio mineral inibe as



etapas iniciais do processo de formagdo dos nddulos e a FBN ¢ alvo de muitas discussdes
entre os pesquisadores. Enquanto os estudos tém sido direcionados aos efeitos da aplicagdo de
nitrogénio mineral em plantas fixando nitrogénio da atmosfera, pouca relevancia tem sido
dada as diferentes formas de nitrogénio mineral que as plantas conseguem absorver, mais
especificamente os fons nitrato (NO3) e amonio (NH4"). Por se tratar de um anion e um
cation, respectivamente, ao serem absorvidos promovem diferentes variagdes eletroquimicas
na rizosfera, modificando variavelmente o pH desta regido.

De acordo com HINSINGER et al. (2003), a maioria dos processos que contribuem
para mudangas no pH da rizosfera ocorre pela liberagio de H ou OH™ pela planta para
compensar o desbalango cation/anion proveniente da absor¢do de ions pela raiz,
caracterizando o balango i6nico vegetal. Neste caso a absor¢do do anion nitrato ¢ do cation
amoOnio promove a alcalinizagcdo e a acidificag@o, respectivamente (RAVEN et al., 1990;
JACOB-NETO, 2003). Como o processo inicial de formacdo dos noédulos requer a
colonizagdo da rizosfera pelo rizobio e envolve um complexo sistema de trocas de sinais entre
a planta hospedeira e o microssimbionte (VARGAS et al., 2002), quaisquer alteracoes
eletroquimicas nesta regido sdo suficientes para modificar a magnitude deste processo, o que
representa um impacto direto sobre a FBN. CARVALHO (2003) constatou que a absorgéo de
fontes de nitrogénio de diferentes cargas elétricas influenciou o pH e a colonizacdo de
Fusarium sp nas raizes de tomateiro cultivado em solucdo nutritiva. Foi verificado que a fonte
nitrica proporcionou os maiores valores no pH da solucdo e favoreceu o desenvolvimento
radicular, com aumentos no nimero e tamanho dos pélos radiculares, além da redugdo da taxa
de adesdo de conidios e colonizagdo por F. oxysporum f. sp. Lycopersici.

Baseado em fundamentac¢Ges desta natureza o presente trabalho parte da hipotese que
as variacdes de pH ocorridas na rizosfera do feijoeiro, devido ao balango idnico da planta
afetado pelo metabolismo de fontes nitrogenadas (nitrato e amdnio), exercem influéncia sobre
a colonizagdo e infecg@o pelo rizobio e, conseqiientemente, sobre a iniciagdo da formacgao de
nddulos radiculares. Por se tratar de uma cultura em que o processo de fixagdo biologica do
nitrogénio atmosférico ¢ muito instavel e erratico, este trabalho teve o objetivo de identificar,
simultaneamente, a fonte e a dosagem de nitrogénio mineral de maior impacto nas alteragdes
do pH rizosférico e na nodulagdo do feijoeiro. Foram também determinadas, para cada fonte
de nitrogénio, as doses de nitrogénio de inibi¢do total da nodulagdo, com o valor de pH
rizosférico ocorrido nesta dosagem, e a dose de convivéncia do nitrogénio com a nodula¢do
(dose na qual ocorreu 80% da nodulagdo maxima).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia Agrondomica do Phaseolus vulgaris L. no Brasil

Tanto a origem evolutiva como a diversificagdo primaria do feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) tiveram surgimento a partir da América central ¢ América do Sul (CNPAF,
2007), mas o local exato destas ocorréncias ainda ¢ um motivo de muita controvérsia entre os
pesquisadores (FREITAS, 2006). Em paises como o Brasil, que possuem grandes areas
agricultaveis e ao mesmo tempo uma populagdo crescente e com baixa condicdo socio-
econdmica, a cultura do feijdo comum mostra-se cada vez mais presente em atividades de
subsisténcia, sendo em muitos casos a principal fonte de proteina na dieta da populagdo, fato
comum em paises latinos e africanos (CIAT, 1990).

Com excecao de algumas areas irrigadas sob pivo nos Cerrados de Goias, Minas
Gerais e Bahia onde sdo atingidos razoaveis niveis de produtividade (YOKOHAMA et al,,
1996), as areas de produgdo de feijao no Brasil sdo constituidas em grande parte por pequenas
propriedades, onde o agricultor dificilmente emprega o nivel tecnolégico requerido pela
cultura e, por conseqiiéncia, a produtividade raramente ultrapassa 1000 kg de grios ha™! (FAO,
2010).

Partindo do principio que a expressdo de caracteres desejados na planta e a elevagdo
dos seus niveis produtivos sdo dependentes da associag@o entre a carga genética ¢ o ambiente
onde o genotipo esta inserido (PEIXOTO et al., 2002), programas de melhoramento genético
de diversas entidades de pesquisa tém ha décadas tentado avangar sobre fronteiras para a
expansdo da cultura no pais, através da geracdo de novas cultivares para as diferentes regides
do Brasil com base na preferéncia regional pelo tipo comercial de grao. O objetivo geral ¢ a
geracdo e indicagdo de cultivares mais produtivas, menos sensiveis aos estresses bidticos e
abiodticos e com caracteristicas que atendam as exigéncias dos consumidores.

Apesar da boa capacidade de adaptagdo em varias regides do Brasil a cultura do feijao
¢ muito sensivel as diversas condi¢cdes climaticas, edaficas e fitossanitarias (JAUER et al,,
2006). Em relagdo ao clima, fatores como baixa disponibilidade de agua (REZENDE et al.,
2002) e altas temperaturas (SILVA et al., 2007) podem restringir drasticamente os indices
produtivos da cultura, assim como os baixos niveis de fertilidade e a acidez do solo
comprometem substancialmente o estabelecimento da cultura no campo e a produtividade em
niveis satisfatorios (CNPAF, 2003).

2.2. Demanda Nutricional do feijoeiro

Solos de baixa fertilidade no Brasil destinados ao cultivo de espécies como Phaseolus
vulgaris L. requerem constantes correcdes em suas propriedades quimicas, através da
elevagdo do pH e do fornecimento equilibrado de nutrientes para que as culturas atinjam
niveis desejaveis de produtividade com graos de qualidade (TEIXEIRA, 2002). O agricultor
deve fazer uma analise prévia e cuidadosa para a adequagdo da adubagdo para a obtencdo da
maior eficiéncia dos fertilizantes ¢ melhor retorno econdmico. Portanto, uma recomendacdo
de adubacdo que atenda a estes principios deve ser fundamentada em aspectos agronémicos,
tais como, resultados de analise de solo complementada pela analise de planta, analise do
historico da area, conhecimento agrondmico da cultura, exigéncias da cultivar,
comportamento dos fertilizantes no solo, disponibilidade de capital do agricultor para
aquisicao de fertilizantes, expectativa de produtividade (CNPAF, 2003).

Vérios sdo os fatores que determinam a quantidade de fertilizante nitrogenado a ser
aplicada, entre eles a expectativa de rendimento, a época de plantio ¢ a quantidade e tipo de



residuo existente na superficie do solo. Porém, é comum o uso de 60 a 150 kg N ha! com
recomendacdo de aplicacdo em duas vezes. No caso do fosforo e do potassio aplica-se
normalmente de 60 a 120 kgP,Os ha™! e 30 a 90 kgK,O ha!, dependendo das quantidades
existentes no solo (CNPAF, 2003). ANDRADE et al. (2004) citam que de acordo com os
teores de nutrientes encontrados em diversas partes da planta de feijio sua exigéncia
nutricional para macro e micronutrientes em ordem decrescente € a seguinte: N, K, Ca, Mg, S,
P, Fe, Mn, B, Zn e Cu e a exportacdo pelos graos: N, K, P, S, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, B ¢ Cu.
Em 1 tonelada de grios a exportagdo média de nutrientes (kg ha') corresponde a 35,5 de N;
4,0de P; 15,3 de K; 3,1 de Ca; 2,6 de Mg e 5,4 de S.

2.3. Dinamica do Nitrogénio no Solo

Mesmo em sistemas conservacionistas como o plantio direto, que preconizam a
manutencdo da palhada no sistema e elevam consideravelmente os teores de carbono e
nitrogénio do solo (SA et al., 2001), a adubagdo nitrogenada é indispensavel principalmente
devido as elevadas quantidades de nutriente exportado do sistema pela colheita das culturas
(ALVES et al, 2006). No caso de plantas como o feijoeiro, além das fontes minerais nitrato
(NOs") e amonio (NH4"), a FBN aparece como um importante processo para compensar as
freqiientes perdas de N no sistema através de diversos eventos ocorridos no solo, assim como
a exportagdo do N nos graos pela colheita (MEYER, 1997). A Figura 1 a seguir resume o
ciclo de N em um sistema de produ¢@o agricola com a planta leguminosa utilizando a FBN
como uma das fontes de nitrogénio ¢ as varias formas de perdas de nitrogénio do sistema.

O fornecimento, utilizacdo e perdas do nitrogénio formam um ciclo complexo,
denominado “ciclo do N” (HUNGRIA et al., 2001). Conforme o exposto na Figura 1, além
dos fertilizantes minerais nitrogenados, a exemplo de uréia e sulfato de amonio que sdo os
mais empregados em lavouras comerciais, as demais fontes de N para a planta de feijdo sdo o
solo através da decomposicdo da matéria organica e a fixacdo bioldgica do nitrogénio do ar
atmosférico (HUNGRIA et al., 1997).

Exportacio de N pela colheita

FBN R
(entrada do N; atmosférico) \ T Volatilizag¢iio de NHs (perda de N)
Descargas Elétricas Leguminosa (extragio de N) Desnitrificacdo (perda de N)

(entrada do Nz atmosférico) \ l T
Imobilizacio

N

Matéria Organica (N retido) NH; —» Nitrificacio —» NO;
do Solo e Biomassa ¢ P Fertilizantes minerais
Microbiana = (entrada de N sintético)
Mineralizagio (solug:ao do SOIO)
(N liberado)
Lixiviagdo (perda de N) CTC

Figura 1. Principais vias de entrada e saida de nitrogénio no solo cultivado com planta
fixadora de nitrogénio (adaptado de MACEDO 2003).

A importancia do aproveitamento do nitrogénio pelo processo biologico em
comparagdo ao uso de nitrogénio essencialmente sintético representa para o produtor uma
forma substancial de viabilizar economicamente a producdo. HUNGRIA et al. (1997)
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destacam que, tal como ocorre no processo simbidtico com o rizobio, na produgdo industrial
de fertilizantes nitrogenados o processo transforma o N2 atmosférico em amdnia, s6 que neste
caso em uma sintese quimica onde sdo requeridos hidrogénio (derivado de gas de petroleo),
catalisador contendo ferro, temperaturas na faixa de 300 a 600°C e altas pressoes (200 a 800
atm). O elevado custo da producdo quimica de fertilizantes nitrogenados, onde se estima o
gasto de seis barris de petrdleo para a produgdo de uma tonelada de amdnia, ¢ embutido nos
precos dos fertilizantes e estes consumidos em larga escala nos sistemas produtivos mundiais.
Neste contexto, deve-se considerar ainda que a eficiéncia do aproveitamento do nitrogénio
mineral pelas plantas ¢ normalmente inferior a 50% devido as constantes perdas que ocorrem
de diferentes formas (Figura 1), o que além de reduzir ainda mais a viabilidade da producao
resulta em grandes quantidades de N langadas livremente no meio ambiente (HUNGRIA et
al., 2001).

2.4. Fontes de Nitrogénio para a Cultura do Feijao

Na absorgdo radicular, o nitrato (NOs’) ¢ 0o amdnio (NH4") sdo as formas minerais
absorviveis de N do solo. A magnitude da absor¢do de cada forma de N depende de fatores
inerentes a4 sua dindmica no solo, onde as concentragdes de N-NOs ou de N-NHs" vdo
depender de condi¢des ambientais e fatores inerentes a planta, podendo apresentar alta
variabilidade entre as diversas espécies e variedades cultivadas. Uma vez presente no
citoplasma celular o amoénio deve ser incorporado a esqueletos de carbono provenientes da
parte aérea, em um processo intermediado pelo grupo de enzimas do complexo GS/GOGAT
com gasto de ATP e poder redutor, evitando a geragdo de efeitos toxicos na planta (BRITO &
KROZKUCKER, 2002).

O nitrato quando absorvido pode seguir por trés vias de acordo com o status
metabolico da planta: reducdo a amonio seguida da assimilagcdo amoniacal na raiz, estocagem
no vacuolo para posterior reducgdo e assimilagdo e translocacgdo para a parte aérea pelo xilema.
Apds ser absorvido pelas células da folha o nitrato poderd novamente ser reduzido e
assimilado ou estocado no vacuolo (SANTOS, 2006).

A absorcdo, que ¢é caracterizada como a passagem do ion pela plasmalema, ocorre de
forma diferente para cada fonte de N presente na solugdo do solo. O NO;3 ¢ absorvido
ativamente contra um gradiente de potencial eletroquimico da membrana plasmatica em um
cotransporte (simporte) com protons (MCCLURE et al., 1990). A concentragdo de nitrato na
solucdo do solo, em constantes flutuagdes, encontra-se na faixa de 0,1 a 5 mM e no interior de
células exposta ao nitrato na faixa de 5 a 30 mmoles L' (SANTOS, 2006), evidenciando que
em condi¢des normais o gasto energético com a absor¢do do nitrato consome ATP.

Esta energia necessaria para o funcionamento dos transportadores de nitrato ¢ obtida,
indiretamente, a partir da energia potencial promovida pela acdo da for¢ca proton motriz
gerada pelas bombas de protons (H'-ATPases) membranares (RODRIGUES, 2005), que
libera protons da membrana para criar um gradiente de potencial eletroquimico entre o
exterior € o interior da célula. Como a absor¢do de nitrato ocorre em um simporte com 2H"
liberados pela célula (SANTOS, 2006) e assumindo que para cada H' liberado ¢ hidrolisado 1
ATP, considera-se que na absor¢do de nitrato sdo gastos 2 ATP para a absor¢do de 1 nitrato
em um processo que alcaliniza o apoplasto e, consequentemente, a rizosfera (HINSINGER et
al., 2003).

A absor¢do de NH4" se da a favor do gradiente de potencial eletroquimico da
membrana, em um processo denominado absor¢do passiva, através de um transportador do
tipo uniporte (SANTOS, 2006). Como o influxo de NH4" para o interior da célula vegetal é
retardado pela inibigdo das H'-ATPases da membrana plasmatica autores como HOWITT &



UDVARDI (2000) concluem que a absor¢do de NHs* também ¢ dependente das variagdes nas
cargas entre o citossol ¢ o apoplasto, controladas pelas bombas de protons.

2.4.1. Nitrato como fonte de N

O Nitrato ap0s atravessar a plasmalema pode sofrer a a¢do da enzima Nitrato Redutase
(NR) e da Nitrito Redutase (NiR) para ser assimilado, pode ser armazenado no vacuolo ou
pode ser exportado para a parte aérea pelo xilema (SANTOS, 2006). Quando reduzido pela
NR passa a forma de nitrito (NO7") ainda no citoplasma, sendo as outras etapas de redugdo e
assimilagdo ocorridas nos plastidios, como mostrado nas equagdes abaixo:

INOsy + INADH + H' —R , 1 NOy + 1NAD'+ 10

Neste processo 1 NADH (poder redutor) é oxidado a NAD". A NR transfere um ion
hidreto do NADH e um préton para o nitrato, produzindo o nitrito. Este produto da reducio
do nitrato (nitrito) é toxico, devendo ser rapidamente reduzido através da enzima nitrito
redutase (NiR) a forma amoniacal (NH4"), no interior dos plastidios.

INOy + 6Fdeg + 8 H' —NR L | NH,* + 6 Fde+ 2 HO

A enzima nitrito redutase transfere seis elétrons de seis atomos de ferredoxina
reduzida (Fdred) para o nitrito, produzindo 1 amoénio. Em tecidos fotossintetizantes a
ferredoxina reduzida ¢ produzida através da fotofosforilagdo no cloroplasto, enquanto em
tecidos ndo fotossintetizantes ou no escuro a ferredoxina reduzida ¢ gerada a partir do
NADPH, proveniente da via das pentoses-fosfato por acdo da enzima ferredoxina NADP™*
redutase (SOUZA et al., 2002).

2.4.2. Amonio como fonte de N

A forma assimildvel de nitrogénio sendo o ion amoénio (NHs"), pode no caso do
feijao, ser proveniente da solugdo do solo (absorcdo direta), da redugdo do nitrato (mostrada
acima) ou da reducdo do N, atmosférico através da FBN (detalhada mais adiante). O amonio ¢
incorporado a estrutura organica da planta através da formagao inicial de glutamina. A enzima
Glutamina Sintetase (GS) incorpora amonio formando a glutamina, através da ligacdo do
NH4" ao grupo carboxilico do glutamato, usando energia fornecida pelo ATP (SOUZA et al.,
2002), como pode ser observado na reacdo a seguir:

NH4" + Glutamato + 1 ATP _Gs Glutamina + ADP + Pi

O processo de assimilagdo segue com a agdo de outra enzima (GOGAT = Glutamato
Oxo-Glutarato Amoénio Transferase), que produz dois glutamatos a partir da Glutamina
(sintetizada anteriormente pela GS) e do a-cetoglutarato (esqueleto de carbono proveniente da
parte aérea), com o gasto de poder redutor (Fd.q = ferredoxina reduzida):

. GOGAT
a -cetoglutarato + Glutamina + Fdreg ——» 2 Glutamatos + Fdox

Dos 2 glutamatos formados 1 retorna para novamente entrar no processo assimilatorio
de N, se ligando a outro amdnio, e o outro segue para a sintese de outras moléculas organicas
como as amidas e os ureidos. Em plantas de feijdo a assimilacdo do nitrogénio ocorre tanto
nas raizes quanto nas folhas (SILVEIRA et al.,, 2001). Neste ultimo caso o amdnio ¢



proveniente da reducdo na folha do nitrato translocado das raizes (SANTOS, 2006;
LAWLOR, 2002) e a atividade do complexo GS/GOGAT ocorre nos cloroplastos. Na raiz a
atividade deste complexo se da nos proplastidios.

OAKS & HIREL (1985) mencionam que na folha a regeneracdo de energia para as
reacOes de reducdo e assimilagdo do nitrogénio ocorre, predominantemente, nos cloroplastos
através da produgdo fotossintética de ATP. Nas células radiculares a oxidagdo de aguicares ou
produtos derivados ¢ a forma de fornecer energia para a regeneracdo do ATP (SOUZA et al.,
2002), indicando que dependendo do 6rgdo onde o nitrogénio ¢ metabolizado o custo
energético para a planta podera ser menor (folha) ou maior (raiz) devido as diferentes
necessidades da realizagdo de catabolismo do carbono organico para a geracao de ATP.

2.4.3. Fixacio biolégica do nitrogénio atmosférico (FBN) como fonte de N

A fixacdo simbidtica do nitrogénio atmosférico ocorre através da interacdo entre a
planta hospedeira ¢ um grupo de bactérias genericamente denominado rizobio, onde o
microorganismo quebra a tripla ligagdo do N> atmosférico, por meio da enzima nitrogenase e
o transforma em amonio, sendo assimilado em aminoacidos e a planta fornece fotoassimilados
como fonte de energia para o desenvolvimento e manutencdo dos nddulos (MAHON, 1979).
As etapas iniciais da FBN ocorrem mediante uma complexidade de processos envolvendo a
bactéria e a planta hospedeira, desde trocas de sinais moleculares e alteragdes fisiologicas e
morfoldgicas até a formacao dos nddulos.

No processo de nodulagdo a planta hospedeira libera compostos, como antocianinas
e flavondides no caso do feijoeiro (ARAUJO et al, 1996), que fazem com que as bactérias
sejam atraidas as raizes por quimiotactismo (DROZDOWICZ, 1991) e colonizem a rizosfera,
regido ao redor da raiz controlada pela planta onde ocorre intensa absor¢do de agua e
nutrientes, constante liberagdo de compostos pelas raizes e alta atividade microbiologica
(DARRAH, 1993). As bactérias se aderem aos pélos da raiz do feijoeiro ¢ compostos
quimicos que atuam como sinais moleculares induzem a transcricdo de genes de nodulacdo
nas bactérias conduzindo a sintese dos fatores Nod.

Os fatores Nod s3o moléculas organicas de lipoquitooligossacarideos (LCOs)
responsaveis, principalmente, pelo reconhecimento entre bactéria e planta hospedeira
(LIMPENS & BISSELING, 2003). Estas moléculas induzem a varias respostas na planta,
como a intensificagdo da divisdo de células do cortex radicular, deformacdo dos pélos
radiculares e a transcrigdo de genes relacionados a nodulagdo nos pélos radiculares (FISHER
& LONG, 1992; LIMPENS & BISSELING, 2003).

A deformagao dos pélos radiculares faz com que grupos de bactérias sejam envolvidos
¢ degradem regides da parede celular levando a invagina¢do da membrana plasmatica
(plasmalema). No interior do pélo radicular as bactérias usam o canal formado pela
invaginacdo da plasmalema, dando origem ao corddo de infeccdo. Este corddo se estende em
direcdo as células em divisdo no cortex radicular, onde grupos de bactérias presentes no
interior de vesiculas membranosas s3o liberados dentro do citoplasma das células vegetais do
primérdio nodular. E também conhecido o processo de infecgdo radicular pelo rizobio nas
fendas de emergéncia de raizes laterais (SMIT et al., 1992), verificada em gramineas como
trigo e arroz (WEBSTER et al., 1997) e em amendoim (MORGANTE et al., 2005), porém
com menos importancia em leguminosas como a soja ¢ o feijdo onde estirpes de
Bradyrhizobium sp. e Rhizobium leguminosarum infectam primordialmente os pélos
radiculares (VAN RHIIN & VANDERLEYDEN, 1995). Em condigdes de estresse, como a
ocorréncia de toxidez de aluminio, pode ser encontrado a presenca de rizobio nos espagos
intercelulares e a formagdo desordenada de cordédo de infecg¢do nas células de raizes de plantas



de feijao, caracterizando um processo anormal de formacdo de nodulos (JACOB-NETO,
1993).

No processo de formagdo e crescimento dos nodulos o suprimento de energia,
demandada em grandes quantidades, ¢ mantido pela planta a partir do fornecimento de
fotoassimilados. A partir do estabelecimento do nddulo radicular, as bactérias mudam de
forma e tamanho e perdem a motilidade, passando a ser denominadas bacteroides, e o
suprimento de carboidratos tem a fun¢do de fornecer energia e poder redutor aos
microorganismos e células corticais, assim como esqueletos de carbono para o transporte do
nitrogénio fixado (ALCANTARA & REIS, 2008).

A quantidade de carboidratos fornecidos pela planta hospedeira aos nddulos tem
influéncia direta na eficiéncia da FBN (VANCE & HEICHEL, 1991), especialmente em
plantas de alta eficiéncia fotossintética e com elevada capacidade de fornecimento de carbono
a FBN no periodo em que o processo apresenta a maior demanda.

A equacao geral da FBN ocorrida no interior dos ndédulos apresentada por diversos
autores (FISCHER & NEWTON, 2002; MOAT et al., 2002; GILLER & WILSON, 1993;
SCHULZE, et al., 1994; MARSCHNER, 1995; PIMENTEL, 1998;) ¢ a seguinte:

Nitrogenase

N, + 8¢ + 8 H" +16 ATP 2NH; + Ho + 16 ADP + 16 Pi

Cada molécula de amodnio fixado biologicamente necessita de 8 ATP, 4 elétrons e 4
H', uma vez que uma molécula de amonio ¢ formada a partir IN do N, atmosférico. Dos
produtos da fotossintese a sacarose aparece como a principal fonte de energia para os nddulos,
sendo enzimaticamente metabolizada a dicarboxilados, como malato, succinato, fumarato,
aspartato e oxaloacetato (YURGEL & KAHN, 2004), que suprirdo a demanda energética dos
bacteroides no processo de FBN. Além destes, outros agucares, como glicose, inositol,
arabinose e frutose também podem servir de fonte de carbono para os microssimbiontes
(ALCANTARA & REIS, 2008).

A nitrogenase possui dois componentes protéicos estruturais, a Fe-proteina
(homodimérica), codificada pelo gen nifH, e a Mo-Fe proteina (tetramérica), codificada por
nifD e nifK, (MYLONA, et al., 1995). Na reagdo sdo usados 6e” para reduzir N> a NH3" e
posteriormente 2e” para reduzir H' ao gis Ha. A Fdox € reduzida com o gasto de 16 ATP
passando a forma reduzida (Fdieq), na unidade homodimérica da nitrogenase, que reduz a
unidade tetramérica e por fim esta reduz o N2 a NH3".

No interior dos nddulos a producdo de ATP se da primordialmente pelo ciclo dos
acidos tricarboxilicos (SCHUBERT, 1986) através do consumo de malato (GRAHAM &
VANCE, 2000) e succinato que entram diretamente neste ciclo para serem metabolizados
(ALCANTARA & REIS, 2008). A Leghemoglobina (hemoglobina das leguminosas) ¢ a
controladora dos teores oxigénio nos nddulos, cujos niveis Otimos requerem uma
concentracdo ndo muito elevada, o que ocasionaria a oxida¢do da nitrogenase ¢ perda da
eficiéncia dos processos de reducdo do Nz, e nem muito baixo, que reduziria a sintese
aerobica de ATP no ciclo de Krebs (SCHUBERT, 1986). O primeiro produto da fixagdo do
N2 ¢ a amodnia, que ¢ convertida a amdnio e este transferido do bacterdide através da
membrana peribacteroidal para o simplasto da planta hospedeira. Os passos seguintes para as
reagdes de assimilagdo do nitrogénio fixado biologicamente seguem a mesma forma do
amoénio absorvido pela raiz, em processos mediados pelas enzimas assimilatorias glutamina
sintetase (GS) e glutamato sintetase no complexo GS/GOGAT.



2.4.4. Custo metabdlico vegetal para as diferentes fontes de N

Os esqueletos de carbono derivados da fotossintese e a energia quimica na forma de
ATP e poder redutor (NADH) provenientes da fotofosforilagdo e da respiracdo celular,
processos que ocorrem no cloroplasto e na mitocondria, respectivamente, constituem a base
energética para o metabolismo do nitrogénio na planta (BLOOM et al., 1992). Os processos
metabolicos para as diferentes formas de nitrogénio utilizadas pela planta requerem diferentes
niveis de consumo de energia. Apos absorvido o nitrato necessita ser reduzido duas vezes
antes de ser convertido a amdnio sendo esta a forma de nitrogénio assimilavel pela planta.

O fato de o nitrato ter que ser reduzido com gasto de NADH sugere que esta seja a
fonte de nitrogénio que representa um maior custo metabolico a planta em relagdo ao amdnio,
que ja se apresenta na forma reduzida. Para a redu¢do do nitrato nas raizes SOUZA et al.
(2002) destacam que a energia para a regeneracdo de NADH utilizado na ativacdo das
enzimas Nitrato Redutase e Nitrito Redutase provém da oxidag@o de agucares no citossol de
células das raizes, o que significa um gasto direto de carbono. Neste caso, a utilizacdo de
nitrogénio na forma de amonio proporciona um menor catabolismo de carboidratos na raiz,
sendo esta fonte de N mineral uma economia de carbono para a planta em relacdo a forma
nitrica (BLACQUIERE, 1987).

Estas argumentagdes sdo mais relevantes para plantas que reduzem grandes
quantidades de nitrato nas raizes. Como em plantas leguminosas consideraveis quantidades de
nitrato sdo reduzidas nas folhas, onde a energia metabodlica é produzida nos cloroplastos
durante a etapa fotoquimica da fotossintese (SANTOS, 2006), estima-se que para estas
plantas exista uma expressiva economia de carbono. Comparando as fontes minerais nitrato e
amonio em Phaseolus vulgaris L. ZERIHUN et al. (1998) mencionam que os custos
metabolicos para a conversdo das formas inorganicas de N em aminoéacidos sdo menos
expressivos do que os custos envolvidos no consumo de fotossintatos para a sintese de
proteinas. Com o uso de nitrato ¢ amonio foram consumidas 2,387 e 1,773 gramas de glicose
por grama de proteina produzida, respectivamente, mostrando que a demanda energética para
a sintese protéica foi maior com o nitrato do que com o amonio.

Segundo SASAKAWA et al. (1986) é de alto interesse que nos estudos de balango de
carbono, para a geragdo de ATP e poder redutor, em plantas sob diferentes fontes de N seja
feita ndo s6 a comparagdo entre plantas supridas com nitrato e amonio, mas também a
inclusdo de comparagdes entre plantas noduladas e ndo noduladas. A elevada demanda
energética da FBN exige que a planta fixando N forne¢a uma elevada quantidade de carbono
na forma de fotoassimilados para os nddulos (NEVES & HUNGRIA, 1987; PIMENTEL,
1998), onde os custos energéticos envolvidos na FBN estdo associados com a formagdo e
manuten¢cdo dos nddulos (MAHON, 1979), incorporacdo do amodnio em aminodcidos e
translocacdo dos compostos organicos para a parte aérea (PATTERSON & LARUE, 1983).
Na cultura da soja, estes autores verificaram um custo energético de 5,8 mgC/mgN fixado
biologicamente, enquanto RYLE et al. (1984), nesta mesma cultura, detectaram um custo
respiratorio médio de 11 mgC/mgN fixado (durante a fase de desenvolvimento vegetativo da
planta e inicio da fase reprodutiva) e de 12,5 mgC/mgN fixado (durante a fase de enchimento
de graos).

SCHULZE et al. (1999) determinaram em plantas de ervilha noduladas (Pisum
sativum) uma taxa de respira¢dao de 134 mg de C durante um periodo de 14 dias somente para
manter a redu¢do do N> atmosférico. Isto representou 176% acima do total de incremento de
carbono na matéria seca da raiz, cuja incorporacdo foi de 76 mg de carbono nesses 14 dias.
Ainda nesta cultura VOISIN et al. (2003) verificaram que a FBN promoveu um custo
metabolico de 4.0 a 6.7 gC/gN, de acordo com a fenologia da planta, evidenciando que a



magnitude da FBN estd relacionada a producdo de fotoassimilados pela planta e ao
suprimento destes ao processo simbidtico.

A ocorréncia de custos no metabolismo do N, atmosférico superiores aos custos do
metabolismo do nitrogénio do solo estd atribuido a demanda de energia adicional para a
produc¢do ¢ manutengdo dos nodulos (MAHON, 1979). Comparando os custos metabdlicos da
FBN e do nitrato (fonte mineral de maior demanda energética) em feijdo caupi (Vigna
Unguiculata L.) ATKINS et al. (1980) constataram nas plantas noduladas e sem adubo
mineral as maiores taxas de produgdo e translocagdo de fotoassimilados da parte aérea para as
raizes, e conseqiientemente consumo destes para a producdo de energia usada na assimilac@o
do nitrogénio atmosférico em relagdo as plantas adubadas com nitrato. As plantas noduladas
apresentaram taxas respiratorias nas raizes (atividade metabdlica) na ordem de 366
mgC/planta no periodo de 46 a 56 DAP, enquanto as plantas crescidas com 10mM de NO;
respiraram 296 mgC/planta e as plantas com 20mM de nitrato respiraram 241 mgC/planta. As
diferengas entre as taxas de respiragdo radicular entre plantas de tremogo branco noduladas e
plantas adubadas com nitrato foram medidas por PATE et al. (1979), que verificaram as
maiores taxas de perdas de CO nas plantas noduladas (833 a 1.056 mgC/planta) em relacdo
as plantas crescidas em solugdo nutritiva com 5 mM de nitrato e ndo inoculadas (624 mg
C/planta).

Embora a FBN parega representar um maior “custo” para as plantas, estas possuem um
aparato fisioldgico que utiliza recursos primarios abundantes na natureza, tais como CO;
atmosférico, agua e luz solar para a sintese de energia, principalmente nas formas de carbono
metabolizavel, ATP ¢ NADH. Além disso, as plantas possuem capacidade de ajustar a
producdo de fotoassimilados para satisfazer o requerimento pelos nodulos e pela FBN sem
permitir decréscimos na disponibilidade de carbono para o desenvolvimento dos oOrgdos
colhidos (MAURY et al, 1993; SKOT et al., 1986).

2.5. Vanadato como Inibidor da H*-Atpase (Bomba de Prétons)

Estudos envolvendo a dindmica do processo de absor¢do celular do nitrogénio mineral,
especialmente os que envolvem os efeitos associados a este processo, tém utilizado em
diversas ocasides o ortovanadato (HVOs?) como inibidor das H'-ATPases (bomba de
protons). As bombas de H® sdo enzimas transmembranares que possuem capacidade de
hidrolisar o ATP para produzir energia e um gradiente eletroquimico na membrana. Este
gradiente estd diretamente envolvido em mecanismos fundamentais para o desenvolvimento
vegetal, como o de transporte de protons e, conseqiientemente, a energizacdo do sistema de
translocacdo de ions pela membrana, que ¢ fundamental para absorcdo de nutrientes com o
nitrogénio (RODDA et al., 2006).

SKLENAR et al. (1994) relatam que o vanadato de sodio em baixas concentragdes (5
uM) pode inibir a ATPase em células animais e em fungos, enquanto maiores concentragdes
(50 uM) podem causar o mesmo efeito em células de plantas superiores. Segundo estes
autores no tecido vegetal este efeito estaria provavelmente atribuido a influéncia deste
elemento na disponibilidade de ATP para o funcionamento do sistema de extrusdo de protons
promovido pelas H-ATPases.

O vanadato inibe a atividade da classe de ATPase ligada ao transporte de ions por
formar compostos intermedidrios durante as reagdes dependentes de ATP (O’NEILL &
SPANSWICK, 1984). A inibi¢do ocorre porque o HVO4s? é um ion analogo ao HPO4? e
compete com o fosfato do ATP pelo sitio de fosforilagdo do acido aspartico da enzima
(SANTOS, 2006). Como as H-ATPases sdo dirigidas pela hidrolise de ATP, na presencga do
ortovanadato ¢ formado um intermediario aspartilfosfato em seu ciclo de reagdo (GARRIDO
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& BALDANI, 2005), porém sem a geracdo da energia suficiente para a plena ativacdo da
bomba de prétons como a ocorrida na hidrolise do ATP.

A aquisi¢do de ambas as formas de nitrogénio mineral (NOs™ ¢ NH4") pela planta
necessita da atividade da H-ATPase. Na absor¢do de NHs" HOWITT & UDVARDI (2000)
destacam que o influxo na célula vegetal é retardado pela inibigdo das H'-ATPases da
membrana plasmatica, sendo o equilibrio de cargas entre o citoplasma e ao apoplasto
compensado mediante a excre¢do de H' pela ATPase. A liberagdio de H' devido ao
metabolismo do amonio promove acidificacdo da rizosfera (JACOB NETO, 2003;
HINSINGER, 2003), porém na presenga do vanadato normalmente ndo se verifica a
acidificacdo desta regido (SANTOS, 2006). No caso do nitrato a absor¢do no mecanismo
simporte com um proton (NO3/H") exige a atividade da ATPase para que seja mantida
polarizada a membrana plasmatica (MCCLURE et al., 1990).

2.6. Fixacao Biolégica de Nitrogénio na Cultura do Feijao

Nos ultimos anos os avangos tecnologicos permitiram a elevagdo da eficiéncia do
processo simbidtico em diversas plantas cultivadas com destaque para a cultura da soja. Para
esta cultura, no Brasil, ndo sdo mais recomendados fertilizantes nitrogenados uma vez que a
FBN ¢ capaz de suprir as necessidades de nitrogénio da planta (VARGAS & HUNGRIA,
1997), podendo a FBN sustentar produgdes de até 4 toneladas por hectare sem o uso de
adubos nitrogenados. A capacidade de produzir nédulos e de fixar nitrogénio atmosférico em
leguminosas sdo eventos distintos e complexos com respostas muito varidveis, como no caso
da planta de feijdo comum. Geralmente, no campo as estirpes nativas ou selecionadas de
rizébio para esta cultura sdo ineficientes e incapazes de suprir as necessidades de N da cultura
durante todo o ciclo de crescimento da planta (ARAUJO, et al., 1996; HUNGRIA &
FRANCO, 1993).

Nos ultimos 40 anos a pesquisa na area de FBN com feijoeiro concentrou esforgos na
tentativa de otimizar sua eficiéncia, porém ndo ocorreram grandes avancos tecnologicos que
tornassem a inoculacdo uma forma de fornecer todo o nitrogénio que a planta requer para o
seu suprimento, assim como ocorre na soja. Por esta razdo varios autores, mais recentemente,
tém proposto o uso de nitrogénio complementar ou como fonte Unica de suprimento do
elemento para a planta, especialmente quando se espera produtividades elevadas da cultura
(ROSOLEM, 1987; TSAl et al., 1993).

Uma das razdes para a limitacdo da FBN no feijoeiro esta vinculada a dificuldade em
introduzir em condig¢des de campo estirpes de bactérias eficientes e a0 mesmo tempo com alta
competitividade com as estirpes nativas do solo. Estas além de apresentarem boas adaptagdes
as condi¢des ambientais locais, que permite alta capacidade em nodular mesmo sob condi¢des
ambientais adversas (MARTINEZ—ROMERO et al.,, 1991; GRAHAM et al., 1994,
HUNGRIA et al., 2000), possuem eficiéncia para a FBN inferior a estirpe desejada e
introduzida pela inoculagdo (JUNIOR & REIS, 2008). Na maioria dos solos brasileiros onde
se cultiva o feijoeiro existe uma grande populacdo naturalizada de rizobio capaz de nodular a
cultura, demonstrada em diversos levantamentos de nodulagdo espontanea (HUNGRIA et al.,
1997).

E importante ressaltar que no campo a eficiéncia da FBN no feijao ¢ influenciada nio
somente pela estirpe de rizébio, mas também pela interacdo entre os simbiontes. Isto
evidencia a necessidade de se considerar em programas de melhoramento que visem
melhorias na FBN nesta cultura caracteristicas intrinsecas a planta hospedeira, onde se destaca
a buscas por variedades de feijao mais eficientes e com maior especificidade ao rizobio de
interesse. A planta de feijdo estabelece associagdo com uma gama muito grande de estirpes de
rizébio, caracterizando a promiscuidade da planta (PERRET et al., 2000, in JUNIOR & REIS,
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2008), que culmina com a formacdo de nddulos com estas estirpes, geralmente de baixa
eficiéncia.

A promiscuidade da planta de feijado associada a baixa competitividade das estirpes
selecionadas e inoculadas sdo dois pontos de alta relevancia para a ineficiéncia da FBN nesta
cultura (JUNIOR & REIS, 2008), uma vez que o sucesso do processo simbidtico esta
diretamente relacionado a preferéncia da planta pelas bactérias mais eficientes e de genotipos
de plantas que apresentem boas respondas ao microorganismo.

Embora a grande biodiversidade microbioldgica nativa das condi¢des tropicais pareca
insatisfatoria para que a FBN se expresse eficazmente no feijoeiro em condi¢des de campo,
para os programas de pesquisa este ambiente representa um importante reservatorio de genes
de interesse para o melhoramento das estirpes desejaveis (MENNA, 2006). Diante deste
cenario diversos trabalhos mais recentes tém sido desenvolvidos com o uso de tecnologias
moleculares no intuito de investigar na grande diversidade de estirpes de rizobio nativas de
solos tropicais brasileiros que possuam boa capacidade para estabelecer o processo simbidtico
com o feijoeiro (MOSTASSO et al., 2002). HUNGRIA et al. (2000) com uso de PCR
isolaram nos Cerrados estirpes de bactérias para a cultura do feijdo competitivas ¢ com
tolerancias a fatores adversos como as altas temperaturas. AGUILAR et al. (1998) verificaram
em isolado nativos de varios paises a presenga do gene nifH, responsavel pela codificacdo da
nitrogenase, com o uso da metodologia nifH-PCR. A presenga deste gene em isolados nativos
permite a conservagdo de organismos fixadores de nitrogénio, possivelmente, tolerantes aos
fatores ambientais adversos, como altas temperaturas, baixa precipitacdo, acidez e altas
concentragdes de aluminio no solo.

Além das hipoteses referentes aos organismos simbiontes, planta e rizobio, outras
linhas de pesquisa buscam melhorar a eficiéncia da FBN no feijdo priorizando a influéncia de
fatores climaticos e edaficos sobre o processo. Algumas condigdes climaticas, como acidez,
temperatura e baixa disponibilidade de dgua, sdo apontadas como fatores ambientais de alto
impacto sobre a efetividade da FBN (HUNGRIA et al., 1993). No solo a baixa concentragdo
de nutrientes como fosforo e molibdénio pode restringir de maneira dréstica o funcionamento
do processo simbiotico. O fosforo, presente na molécula de ATP, fornece energia para o
metabolismo vegetal e sob deficiéncia no solo ¢ apontado como um dos maiores limitantes
para a produtividade do feijdo, especialmente em plantas fixando nitrogénio (VADEZ et al.,
1999), além de limitar também o metabolismo do nitrogénio mineral (GNIAZDOWSKA &
RYCHTER, 2000).

A nutri¢do nitrogenada associada a presenca de molibdénio disponivel para a planta ¢é
também um aspecto de ampla abordagem pelos pesquisadores (JACOB-NETO, 1985;
JACOB-NETO & FRANCO, 1995; JACOB-NETO & FRANCO, 1989; JACOB-NETO &
ROSSETO, 1998). Este micronutriente ¢ essencial ao metabolismo do nitrogénio por
participar da composi¢do das enzimas nitrogenase e nitrato redutase, atuando ativamente no
processo simbiotico e no metabolismo do nitrogénio em geral (JACOB-NETO, 1985). Uma
hipotese levantada por JACOB NETO (1985) para a baixa efetividade da FBN no feijoeiro
seria uma provavel queda da atividade da nitrogenase durante a floragcdo devido a deficiéncia
de molibdénio, entretanto isso ndo foi provado neste trabalho. As importantes fungdes no
sistema enzimatico da fixa¢do bioldgica de nitrogénio sugerem que plantas dependentes de
simbiose quando deficientes em Molibdénio ficam também carentes de nitrogénio
(OLIVEIRA et al., 1996). A disponibilidade destes nutrientes e de outros, também essenciais
a fisiologia da planta, possui relagdo direta com o pH do solo, onde principalmente a acidez
afeta ndo so a dindmica nutricional da planta como também influencia o processo simbidtico
direta ou indiretamente através de seus fatores associados (MORON et al., 2005). Este
assunto sera detalhado no topico seguinte.
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2.7. Influéncia do pH do Solo na Eficiéncia da FBN

Estudos que busquem tornar adequado o ambiente para uma interacdo positiva entre
os genotipos de rizobio e de feijao introduzidos, passam inicialmente pela necessidade do
entendimento das suas necessidade e sensibilidades em relagdo aos eventos abioticos de maior
influéncia (BROUGHTON et al., 2000; HUNGRIA & VARGAS, 2000) onde a acidez do solo
¢ considerada por pesquisadores em FBN em leguminosas nodulantes uma das condigdes
ambientais mais indesejaveis aos simbiontes, a eficiéncia da interagdo e a produtividade
vegetal (JACOB NETO, 1985; WATKIN, et al.,, 1997, VARGAS & GRAHAM, 1988;
GRAHAM & VANCE, 2000, ANDRADE et al., 2002).

A acidez do solo provoca deficiéncia nos teores de nutrientes como calcio, magnésio,
fosforo e molibdénio (FRANCO & DAY, 1980; JACOB NETO, 1985; PEREIRA & BLISS,
1987; RANGEL et al. 2005;), além de favorecer a geragdo de niveis toxicos de aluminio
(JACOB NETO, 2003) e manganés (DOBEREINER, 1966), sendo este conjunto de fatores
altamente limitante ao estabelecimento da leguminosa e a sobrevivéncia do rizobio em
condi¢des de campo (RIBEIRO JUNIOR et al., 1987; MIGUEL & MOREIRA, 2001). De
maneira generalizada os solos acidos limitam a absor¢@o e a transloca¢do de nutrientes, a
redugdo progressiva no crescimento da parte aérea e a producdo de massa seca do sistema
radicular (BEUTLER et al., 2001), prejudicando os eventos associados a este 6rgdo da planta
como a formagao de nodulos e a fixacdo biologica de nitrogénio.

A planta de feijao possui potencial para fixar eficientemente o nitrogénio através do
processo simbidtico com o rizébio, porém em solos com condig¢des adversas, onde se destaca
a acidez excessiva e os efeitos associados, a produtividade do feijoeiro fixando o nitrogénio
atmosférico tende a sofrer limitagdes substanciais (JACOB NETO, 1985).

Para a planta de feijdo, os prejuizos causados pela acidez do solo estdo relacionados
ao estabelecimento da cultura no campo, crescimento (ANDRADE et al., 2002) e rendimento
de graos. FILHO & SILVA (2000) verificaram que a produtividade do feijao irrigado
cultivado no Cerrado de Goids com o uso de calcério incrementou significativamente a
disponibilidade e a absor¢do de nutrientes pela planta, sendo a dose de 3 t ha'! capaz de
corrigir o pH do solo e suficiente para elevar a produtividade em 19,3%. Para a planta
hospedeira a plenitude nutricional significa uma possibilidade para a participacdo com
efetividade no processo simbidtico com o rizobio, 0 que em contrapartida indica que as
condi¢des hostis proporcionadas pela acidez do solo a planta afetam decisivamente a sua
relacdo com o microorganismo e comprometem a FBN.

Em relagdo a nutrigdo molibdica e partindo do principio que a disponibilidade e
absor¢cdo do molibdénio pelo feijoeiro s@o dependentes do pH do solo e, ainda, que este
elemento ¢ altamente limitante ao processo simbidtico nesta cultura, FRANCO & DAY
(1980) estudaram o efeito do nutriente sobre a FBN no feijoeiro. Ao associar este efeito a
aplicagdo de calcario, os autores constataram que as respostas da planta a aplicagdo de
molibdénio beneficiando a FBN e as taxas de crescimento vegetal somente ocorreram com o
uso do corretivo de acidez, que elevou o pH para a faixa de 5,3 a 6,0.

Além de influenciar a FBN através da agdo sobre planta, a acidez do solo causa
impacto de forma direta e, muitas vezes, deletéria sobre o microorganismo fixador de
nitrogénio, onde o grau de sobrevivéncia no solo possui uma relagdo proporcional a eficiéncia
do processo simbidtico (ANDRADE et al., 2002). O aluminio téxico, encontrado livre na
solucdo do solo em condi¢des 4acidas, além de prejudicar o sistema radicular da planta
hospedeira (JACOB NETO, 2003) altera diretamente a taxa de crescimento do rizobio
(MARSCHNER, 1991), inclusive para as estirpes que apresentam tolerancia a certos niveis de
acidez. STRALIOTTO & RUMJANECK (1999) mencionam que a toxidez de aluminio s6 se
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torna importante com o pH 5,0 ou mais baixo, prejudicando mesmo as plantas e rizobios
tolerantes a estes niveis de pH.

MARSCHNER (1991) mostrou que os impactos da acidez do solo sobre a nodulagdo
podem ocorrer diretamente pela agdo direta do H" em excesso, altas concentragdes de
manganés ¢ aluminio, baixas concentra¢des de calcio, redugdo da adsor¢do do rizobio a
superficie das raizes e reducdo da sobrevivéncia do rizébio no solo, ou por efeitos indiretos,
como as mudancas na conformacdo dos pélos radiculares e raizes laterais. Mesmo em
leguminosas onde a FBN se expressa de forma altamente eficiente, como € o caso da cultura
da soja que depende da FBN para a aquisi¢do de todo nitrogénio requerido pela planta, a
corre¢ao da acidez representa uma atividade indispensavel no manejo da lavoura. MIGUEL &
MOREIRA (2001) verificaram que nesta cultura estirpes de Bradyrhizobium sp. toleram leves
condigdes de acidez no inoculante turfoso, entretanto, no campo a acidez do solo é um fator
limitante para o estabelecimento da cultura e para a FBN, também verificado por OLIVEIRA
& PAVAN (1996); MACEDO (2003).

Para muitos autores é importante que o impacto das condigdes acidas do solo seja
analisado através da combinagdo das suas diversas conseqiiéncias ao ambiente de crescimento
dos simbiontes. WATKIN et al. (1997) avaliou os efeitos do pH associado a niveis de fosforo
e de calcio sobre o crescimento e sobrevivéncia de seis estirpes de Rhizobium leguminosarum
e verificaram que as condi¢oes de acidez foram as mais representativas para prejudicar a taxa
de crescimento das estirpes, sendo a faixa de pH entre 4,3 ¢ 4,6 considerada o ponto critico
para a limitagdo da sobrevivéncia. CAMPANHARO (2006) reforga esta idéia mencionando
que no impacto da acidez do solo sobre a producdo de nddulos e sobre a FBN devem ser
incluidos problemas ocorridos na regido da rizosfera, como a sinalizacdo entre a bactéria e a
planta hospedeira, o crescimento de raizes e pélos radiculares devido a acdo do aluminio, a
infecgdo do Rhizobium, além de aspectos nutricionais devido a insuficiéncia de molibdénio.
Em um estudo feito na rizosfera de diversas espécies vegetais, MARSCHNER et al. (2004)
verificaram que as variaveis que mais influenciaram a dindmica da populacdo de bactérias
nesta regido foi o pH do solo e a disponibilidade de fésforo no meio de crescimento.

Ainda considerando o ambiente rizosférico, ¢ importante ressaltar que a acidez no
meio de crescimento vegetal afeta severamente a iniciagdo da nodulagdo e¢ a FBN. Efeitos da
acidez do solo no processo inicial de formagao de nédulos foi verificado por ANGELINI et al.
(2003) quando avaliaram a interacdo entre o rizobio e plantas de amendoim (Arachis
Hypogaea L.). Foi verificado que com pH 7,0 os flavondides testados induziram a expressao
dos genes nodC, enquanto em meio acido houve extrema redugdo da indugdo de produgio
destes genes, especialmente em isolados sensiveis a acidez.

E importante ressaltar também a influéncia dos valores elevados de pH (alcalinidade)
na nodulagdo ¢ na FBN em leguminosas, especialmente pelo fato de que nesta tese foram
utilizadas altas doses de nitrato, fonte de nitrogénio que alcaliniza a rizosfera ao ser
metabolizado pela planta. ZAHRAH (1999) destaca que além da acidez, salinidade,
temperatura, falta d’agua, fertilizantes, metais pesados, presenga do nitrogénio disponivel e de
pesticidas, a alcalinidade do solo é um dos fatores ambientais de maior impacto no processo
de fixagdo bioldgica de nitrogénio.

A influéncia da alcalinidade do solo na FBN estd principalmente relacionada a
indisponibilidade de nutrientes (PONGSILP & NUNTAGIJ, 2007) e aos danos provocados a
superficie radicular, tendo como principal impacto negativo a reducdo da formagdo de pélos
radiculares (TANG & ROBSON, 1993). Estes autores verificaram em seu trabalho que para
algumas espécies de Lupinus (tremogo) o aumento de pH de 6 para 10 inibiu totalmente a
nodulagdo. Em uma publicagdo mais recente TANG et al. (2006) verificaram, ainda em
plantas de plantas de tremoco, que o aumento do pH causou uma acentuada reducdo na
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disponibilidade de ferro. Para estes autores, estas foram as principais causas para a severa
reducdo de 80% da produgdo de nodulos radiculares.

Embora a acidez seja um dos principais fatores ambientais prejudiciais @ FBN e a
elevacdo do pH do solo seja fundamental para elevar a populagdo de estirpes de rizébio no
solo (YANG et al, 2001), ¢ importante considerar que a alta alcalinidade também
compromete o processo simbiodtico, sendo incomum, por exemplo, verificar a presenca de
rizobios ativos no solo com pH acima de 10,5 (BHARDWAJ, 1975).

2.8. Alga Marinha Lithothamnium como Neutralizante de Acidez

Nesta tese foi feito um experimento com a avaliagdo da influéncia de carbonatos de
calcario de rocha e de um produto proveniente de fragmentos fossilizados de algas do género
lithothamnium no pH rizosférico de plantas supridas com nitrato ¢ amonio. Estas algas
coralindceas (rhodophytas) estdo compreendidas no grupo das articuladas ou geniculadas e
das ndo articuladas ou ndao geniculadas, sendo neste ultimo grupo incluidas as algas
pertencentes ao género Lithothamnium. Este género compreende centenas de espécies de
algas e foi estabelecido por Philippi em 1837, quando demonstrou de forma clara e definitiva
que os representantes Nullipores (poros pouco visiveis) de algas coralinaceas incrustantes
eram plantas (HORTA, 2002). J& a familia corallinaceae foi criada em 1812 por Lamouroux
ainda tendo como base o antigo sistema de classificacdo de Linnacus (HORTA, 2002).

A deposicdo dos carbonatos ocorre ao longo de todo o talo da alga, cujo habito de
crescimento possui carater crostoso com talo prostrado e filamentos crescendo em crostas.
Nas algas do género Lithothamnium os fragmentos dos talos normalmente se desprendem e
crescem envolvendo pequenos detritos no fundo do mar, tais como fragmentos minerais,
pedagos de conchas de moluscos, etc. formando concre¢des com uma estrutura arredondada
denominada rodolito, nédulo, entre outras denominagdes, que sdo em sua maioria constituidas
por algas ndo geniculadas (HARVEY & WOELKERLING, 2007). O termo maérl ¢ utilizado
para designar as varias espécies de algas vermelhas que possuem esqueletos carbonaticos
rigidos.

O processo de impregnacdo dos carbonatos, predominantemente de calcio em relagdo
ao de magnésio, ocorre pela deposi¢do de cristais de calcita (cristal hexagonal romboédrico)
em uma regido extracelular, mais precisamente entre paredes celulares. O processo de
calcificagdo esta diretamente relacionado ao processo fotossintético (LOBBAN &
HARRISON, 1994) promovido pela alga por meio dos pigmentos de cor purpurea,
principalmente a ficoeritrina. Assim como nos tecidos clorofilados e fotossintetizantes das
plantas, o pigmento da alga também se encontra localizado nos cloroplastos e estes presentes
na pelicula viva superficial dos nddulos. A partir do depdsito de sais inorganicos em seu
tecido, provenientes da agua do mar, a alga morre e perde a coloracdo purpurea caracteristica
do organismo vivo (DIAS, 2000).

O atrito dos rodolitos devido as freqiientes e fortes correntes marinhas associados a
fragilidade fisica dos nodulos faz com que ocorram constantes fragmentacdes e sejam
formadas extensas bancadas de biosedimentos, sendo estes os principais materiais utilizados
como matéria prima para a fabricagdo de produtos para diversas finalidades. As bancadas de
biosedimentos de lithothamnium no Brasil sdo encontradas desde o norte do Rio de Janeiro
até a foz do Rio Amazonas (DIAS, 2000).

Como estas algas contém diversos elementos minerais ¢ podem possuir mais de 95%
de sua massa seca constituida por carbonatos (BLUNDEM et al., 1997) tornou-se possivel a
utilizagdo do produto derivado de sua moagem na nutricdo de plantas e animais, na
neutraliza¢do da acidez do solo (ALVES et al., 1999a; ALVES et al., 1999b; ALVES et al,,
2001), no tamponamento de ambientes acidos e no tratamento de agua (DIAS, 2000). O
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lithothamnium possui uma estrutura fisica microporosa com a presenca de 40 a 50% de
porosidade (DIAS 2000), o que representa uma superficie especifica substancialmente elevada
se comparada a estrutura fisica de materiais provenientes de rochas terrestres, como as rochas
calcarias ¢ fosfaticas. Em outras palavras, pode-se dizer que as particulas frageis e porosas da
alga possuem uma elevada area de contato quando comparadas as estruturas cristalinas dos
materiais provenientes da moagem de rochas terrestres. Devido a alta reatividade em meio
acido, em fungdo da natureza porosa, e¢ rapidez na elevacdo do pH de solugdes acidas
(MACEDO et al., 2006) estima-se que haja consideravel facilidade na liberagdo dos nutrientes
da alga.

Como constituintes organicos se destacam as galactanas sulfatadas presentes na matriz
da parede celular das algas, que sdo polissacarideos que possuem a galactose como
monossacarideo majoritario na cadeia principal (BILAN & USOV, 2001). Ja foram também
detectados diversos aminoacidos presentes na composi¢cdo do lithothamnium, tais como
Arginina (130 ppm), Tirosina (100 ppm), Glicina (95 ppm), Lisina (95 ppm), Alanina (75
ppm), Fenilamina (60 ppm), Isoleucina (45 ppm), Serina (35 ppm), Leucina (25 ppm), Valina
(10 ppm), resultados provenientes de aminograma realizado pela Embrapa CTAA em 1995.

2.9. Definicao do Ambiente da Rizosfera

No inicio do século passado o fitopatologista alemao Lorenz Hiltner definiu a rizosfera
como um compartimento do solo influenciado pela atividade da raiz, considerando o solo
rizosférico particularmente importante para a supressdo de certas doencas de solo
(NEUMANN & ROHMELD, 2006). Mais recentemente uma definicio de maior amplitude
conceitua a rizosfera como uma zona de solo imediatamente ao redor das raizes que ¢
diretamente afetada pelas mesmas (DARRAH, 1993). Esta regido, interface entre a planta e o
solo, ¢ constituida de intensa deplecdo de agua e nutrientes, presenga de diversos compostos
de carbono derivados das raizes, alta biomassa e atividade biologica (DARRAH, 1993), além
de grandes variagdes de pH promovidas pela planta (ALLEN et al., 1988).

A atividade microbiologica expressivamente superior a observada em regides do solo
mais distantes das raizes ¢ explicada pela busca dos microorganismos a este ambiente com
altas quantidades de compostos organicos liberados pelas raizes em um fendmeno
denominado rizodeposi¢iao (KUZYAKOV et al., 2002; CHENG et al., 1996, KUZYAKOV &
DOMANSKI, 2000). Neste fenomeno a quantidade de carbono liberado na rizosfera pode
atingir niveis superiores a 40% da taxa de CO; fixado em plantas anuais e chegar a 70% em
espécies florestais (LYNCH & WHIPS, 1990).

As raizes podem alterar as caracteristicas quimicas da solu¢do do solo, porém ¢ na
regido ao redor das raizes que ocorrem as primeiras € mais expressivas variacdes,
principalmente por ser uma regido de intensa deple¢do de dgua e nutrientes e que recebe uma
grande quantidade de compostos organicos provenientes da exsudagdo radicular (DEUBEL et
al., 2000). O conjunto de aparatos e mecanismos fisiologicos das plantas pode influenciar a
rizosfera fisicamente, através de alteracGes na estrutura, temperatura e disponibilidade de agua
e nutrientes, quimicamente pelas variagdes de pH, potencial redox, concentracdo de
nutrientes, exsudatos de raizes, desintoxica¢do de aluminio e alelopatia, e biologicamente, em
virtude das associagdes com microorganismos que colonizam a regido rizosférica (FAGERIA
& STONE, 2006).

A disponibilidade de nutrientes na rizosfera ¢ controlada pela combinagdo de efeitos
relacionados as propriedades do solo, caracteristicas das plantas e pelas interagdes entre as
raizes € 0s microorganismos que colonizam esta regiao (JONES et al. 2004). O aumento da
disponibilidade de ferro, por exemplo, se destaca como uma importante contribui¢do da
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complexidade quimica existente na rizosfera vegetal, onde a planta excreta fitosideroforos que
agem na solubiliza¢do e mobilizagdo do ion (REICHMAN & PARKER, 2005).

Em relagdo a atividade microbiologica da rizosfera MANTELIN & TOURAINE
(2004) destacam que a influéncia da microflora rizosférica ¢ tdo importante que assume um
papel crucial no entendimento de questdes relacionadas ao aspecto nutricional e ao
desenvolvimento da planta. Estudos que buscam avaliar a magnitude das interagdes entre
plantas e microorganismos consideram que na rizosfera estd a chave para o entendimento de
como a planta age no sentido de tanto repelir organismos nocivos quanto atrair os benéficos,
destacando neste ultimo grupo os fungos micorrizicos (BOUWMEESTER et al., 2007),
bactérias fixadoras de nitrogénio (ANGELINI et al., 2003) e bactérias promotoras de
crescimento (MANTELIN & TOURAINE, 2004).

Como a presente tese avaliou o efeito das variagdes do pH rizosférico do feijoeiro,
causadas por diferentes fontes de nitrogénio, na iniciacdo da nodulagdo, ¢ importante ressaltar
que o nitrogénio é o principal elemento mineral causador de alteragdes no pH da rizosfera.
Este fato se deve a alta demanda vegetal pelo elemento e as formas nitrato e amonio,
metabolizaveis pela planta, que promovem a elevacdo e a redugdo do pH rizosférico,
respectivamente (HAUSSLING et al., 1985).

2.10. Balanco I6nico Vegetal

O balango i6nico vegetal esta fundamentado na necessidade da compensagdo das
cargas elétricas e da regulacdo do pH celular da planta, cujas variagdes estdo relacionadas ao
influxo de ions de diferentes cargas. O controle do pH citoplasmatico, para que seja mantido
em valores proximos a 7,3, ¢ realizado por um sistema denominado “pH-stat”. Este sistema
conta com a manutengdo do pool de acidos organicos que sdo carboxilados ou
descarboxilados no interior da célula e esta associado as trocas de protons com o meio externo
com decisiva participagdo das H'-ATPases (HINSINGER et al., 2003).

Assim sendo, a geragdo da acidificagdo ou alcalinizacdo da rizosfera ¢ diretamente
influenciada pelo processo de absor¢do de ions pelas raizes e ocorrem mediante absorcao
desigual de nutrientes catidonicos (NH4", Ca*?, Mg™?, K*, Na") em relacdio aos anidnicos (NO5,
CI', SO4, H2POy'), quando expressos em equivaléncias de cargas (HAYNES, 1990). Como o
nitrogénio ¢ demandado em grandes quantidades pela planta e o finico nutriente mineral
absorvido tanto na forma de cation (NH4") quanto de 4nion (NO3") este elemento exerce um
papel preponderante sobre a acidificacdo e a alcalinizacdo da rizosfera, respectivamente
(RODRIGUEZ et al., 2008). Isto porque o influxo de ions de diferentes cargas nas células da
raiz promove a necessidade do efluxo de H" ou OH™ na rizosfera para que seja compensado o
desbalango cation—anion ocorrido na planta (HINSINGER et al, 2003), promovendo
acidifica¢do ou alcalinizag@o desta regido, respectivamente (JACOB NETO, 2003; RAVEN et
al., 1990; CARVALHO et al., 2005). Se no processo metabdlico da célula da planta for
computado o efeito de carga do S e do P, no processo assimilatorio, a planta libera na
rizosfera 1,22 mol de H" por mol de NH4", 0,22 mol de H" por mol NH3" ou uréia e 0,78 mol
de OH por mol de NOs;™ (RAVEN, 1988; ALLEN et al., 1988).

Abaixo seguem as equagdes do balango idnico vegetal para o metabolismo das fontes de
nitrogénio NOs~, NHs" e N2 (RAVEN, 1988; JACOB NETO, 2003).
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* Nitrato (NO3’) como fonte de nitrogénio e alcalinizagdo do pH.

3NO3 +45C0O; +37 H,O — C45H72N303, +51 O, + 2 OH”

* Amonio (NH4") como fonte de nitrogénio e acidificagdo do pH.

3NHs +45C0O,+32 H,0 T————> C4sH72N303, +45 O + 4 H'

* Nitrogénio atmosférico (N2) como fonte de nitrogénio e acidificagdo do pH.
15 N2+45C02+37H,0 ——————> CssHnN3O3x +1,5H,+48 0.+ 1H"

Em relacdo as fontes minerais de nitrogénio as equagdes mostram que ao absorver o
nitrato a planta libera OH™ na rizosfera elevando o pH desta regido, enquanto a absorcao de
amonio libera H' e acidifica o meio externo as raizes. KIRKBY & KNIGHT (1977) destacam
ainda que a absorcdo de nitrato na presenca do CO; respiratério do meio radicular pode
possibilitar a excrecdo de OH™ através da liberagdo de bicarbonato (HCOj3) no meio externo,
também promovendo a alcalinizagdo da rizosfera, comum em plantas aquaticas.

Quando as plantas estdo sob o fornecimento de nitrato, forma de nitrogénio mais
abundante nos solos, ¢ as quantidades de anions absorvidos superam as quantidades de cations
e existe um excesso de producdo de OH™ no citoplasma resultante da reducdo do nitrato a
planta estrategicamente reduz a alcalinidade celular através da conversdo das hidroxilas em
acidos organicos (carboxilatos), tais como o malico, oxalico e urénico (RAVEN & SMITH,
1976; KIRKBY & MENGEL, 1967). No modelo proposto por BEN ZIONI et al. (1971) para
a cultura da soja crescida com NO3™ o malato sintetizado na folha, produzido com o uso da
OH' resultante da reducdo do nitrato, ¢ transportado através do floema acompanhado de K*
para ser descarboxilado na raiz. Este HCO3; pode ser liberado na rizosfera elevando o pH no
ambiente externo as raizes (TOURAINE et al., 1992), entretanto no modelo de BEN ZIONI et
al. (1971) o HCOs" produzido na raiz ¢ trocado por um novo nitrato que ¢ transportado para a
parte aérea pelo xilema, também na presenga de K*, estabelecendo-se assim um processo de
reducdo de nitrato na parte aérea controlado pela absor¢ao de nitrato nas raizes.

Em relagdo as plantas fixando o N atmosférico os menores valores de pH também sdo
explicados pela necessidade da planta em manter o pH intracelular. Ao assimilar
biologicamente o N> atmosférico, que apesar de ser uma molécula de carga neutra, as plantas
absorvem do solo mais cations do que anions e, conseqiientemente, liberam na rizosfera
excessos de cargas positivas em relagdo as negativas, gerando acidificacdo neste ambiente
(ALLEN et al., 1988; TANG et al.,, 1997; JARVIS & ROBSON, 1983) assim como na
rizosfera de plantas supridas com amoénio (HINSINGER et al., 2003). Para as plantas
leguminosas AUGUILAR & VAN DIEST (1981) ressaltam que a taxa de absor¢do de cations
sera superior a de absorcdo de anions quando estas adquirirem nitrogénio proveniente da
atmosfera através do processo de FBN em quantidades superiores as quantidades de nitrato
adquiridas pelas raizes.

A disponibilidade temporal e espacial das fontes minerais de nitrogénio nitrato e
aménio no solo ¢ altamente heterogénea e o metabolismo pelas plantas destas formas
inorganicas de nitrogénio alteram variavelmente o pH e o potencial redox da rizosfera
(BLOOM et al., 2003). As alteracdes no pH da rizosfera em fungdo do fornecimento destas
fontes de nitrogénio sdo capazes de proporcionar variagdes quimicas e biologicas de
importancia agronémica. RUAN et al. (2000), por exemplo, verificaram que a acidificagdo da
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rizosfera devido a utilizagdo de amdnio causou maior concentracdo de Aluminio ¢ Manganés
na raiz e na parte aérea de Cammelia sinensis L. Neste mesmo trabalho foi avaliado o efeito
das fontes amonio e nitrato na absor¢do de fosforo proveniente de fonte de baixa solubilidade
(rocha fosfatica) e de maior solubilidade (Ca(H2POa4)2), onde verificou-se que somente as
plantas nutridas com amonio geraram redu¢des no pH da rizosfera capazes de promover a
dissolugdo do fosforo da rocha fosfatica e otimizar o uso deste fosforo pela planta.

Em um solo contaminado com zinco MONSANT et al. (2008) mostraram que as
diferentes fontes de nitrogénio podem alterar a disponibilidade e a extracdo do elemento pela
espécie vegetal Thlaspi caerulescens. Foi verificado que com o uso de nitrato houve elevagio
do pH da rizosfera e maior concentragdo de zinco na parte aérea das plantas quando
comparadas as plantas crescidas com (NH4)2SO4 e uréia, que reduziram o pH rizosférico e
absorveram menores quantidades de zinco.

2.11. Inibicdo da Nodula¢io Causada pelo Nitrogénio Mineral

E amplamente conhecido, ha varias décadas, o efeito inibidor do nitrogénio sobre a
nodulacdo e a FBN, mas as hipdteses propostas se somam sem chegar a uma conclusdo
generalizada sobre o mecanismo de inibigdo (JACOB et al., 1998). Das teorias estudadas
destacam-se a limitagdo de carboidratos para as raizes e nodulos de plantas supridas com N
(DENISON & HARTER, 1995; TANNER & ANDERSON, 1964); redugdo da difusdo de
oxigénio para os nddulos devido a presenga do nitrato (VESSEY & WATERER, 1992);
influéncia do N sobre a deformacdo dos pélos radiculares (TRUCHET & DAZZO, 1982);
inibicdo da divisdo de células corticais e da formagdo do cordédo de infeccdo (HEIDSTRA et
al., 1997); acdo do nitrito, intermediario na redugdo do nitrato a aménio, como inibidor da
nitrogenase (GIBSON & PAGAN, 1977); efeito do nitrato sobre a reducdo da atividade da
nitrogenase (STREETER, 1985); possivel efeito salino sobre as etapas iniciais da nodulacao
(ZAHRAN, 1999); nitrato em altas concentracdes promovendo competi¢do por NADH entre a
enzima nitrato redutase e as reagdes de redugdo do bacteroide (HECKMANN et al., 1989);
reducdo da producdo de fator NOD pelo rizobio (DUSHA et al., 1989); queda da sintese e
liberagdo de flavondides pela planta (BANDYOPADHYAY, et al., 1996); supressdo da
infeccdo dos pélos radiculares, levando a ndo formagdo de nodulos (WAHAB et al., 1996;
KOHLS & BAKER, 1989).

Um exemplo pratico ¢ o trabalho de ABAIDOO et al. (1990), onde foi verificado que
o nitrogénio mineral reduziu significativamente o niimero e a massa seca de nddulos das
leguminosas feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) e soja (Glycine Max L.), sendo as maiores
reducdes de massa seca nodular observadas no feijoeiro. Além da existéncia de diferencas
entre diferentes espécies de leguminosas quanto a capacidade de tolerar o efeito inibidor do
nitrogénio na nodulagdo, é comum serem encontradas na mesma espécie variagdes entre
estirpes de bactérias quanto a esta tolerancia, tal como verificado por GIBSON & HARPER
(1985) quando comparou a tolerancia de diferentes estirpes de Bradyrhizobium japonicum ao
nitrogénio na cultura da soja.

Grande parte dos pesquisadores que avaliaram os processos inibitorios a nodulagéo
em leguminosas, promovidos pela presenga de nitrogénio disponivel e pelo pH inadequado,
enfatizaram de forma dissociada o impacto destes dois importantes fatores na nodulagdo.
Neste sentido, pouca atencdo tem sido dada ao efeito integrado destes dois fatores sobre o
processo inibitorio de nodula¢do. Considerando que as formas absorviveis de nitrogénio pelas
plantas (nitrato e amdnio) alteram o pH da rizosfera e estas variagdes de pH sdo capazes de
influenciar a iniciacdo da nodulagdo, esta tese buscou associar o efeito de nitrato e amonio nas
alteragdes do pH rizosférico e a influéncia destas alteragdes na nodulagdo do feijoeiro.
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2.12. Relacdes Entre Balanco Ionico e Atividade Microbiologica na Rizosfera

A estrutura das comunidades de microorganismos de rizosfera sensiveis as variagoes
de pH, pode ser influenciada pelas alteragdes eletroquimicas desta regido provocadas pelo
metabolismo vegetal de diferentes fontes de nitrogénio (ROMHELD, et al. 1986). Esta
hipotese tem levado alguns pesquisadores a relacionar o suprimento de nitrato e amonio a
efeitos que tenham dependéncia ou relagdes diretas do pH com a populagdo de
microorganismos de importancia agricola.

Trabalhando com o fungo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, CARVALHO
(2003) verificou que a absor¢do do nitrato pelo tomateiro elevou o pH da solugdo nutritiva ¢
promoveu a reducdo da taxa de adesdo de conidios e da colonizac¢do radicular pelo fungo,
indicando que este organismo foi sensivel aos altos valores de pH ocorridos na rizosfera. Em
plantas de feijao, cultivares Ouro Negro e Diamante Negro, LEMOS (2010) também verificou
que a adubagdo com o uso do nitrato reduziu a infeccdo radicular do fungo Fusarium
oxysporum. Na interagdo entre planta e fungo micorrizico, HAWKINS & GEORGE (2002)
mencionaram que o amdnio provocou efeitos deletérios a colonizagdo das raizes pelos fungos,
estando este fato relacionado as redugdes acentuadas no pH da rizosfera causadas por esta
fonte de nitrogénio. Segundo estes autores a acidez da rizosfera esteve ligada principalmente a
redu¢do da germinag@o dos esporos, a colonizagdo e ao crescimento das hifas.

A acidificagdo da rizosfera promovida pelo metabolismo de amoénio pela planta
prejudica a atividade de bactérias fixadoras de nitrogénio como o rizobio, que tipicamente
prefere ambientes mais alcalinos (MARSCHNER, 1998). Assim sendo, diversos estudos tém
avaliado a atividade de bactérias na rizosfera de plantas supridas com nitrogénio de diferentes
fontes. Neste sentido, SODERBERG & BAATH (2004) verificaram que a atividade
microbiologica decresceu com o aumento da concentracdo das fontes amoniacais, que
também causaram acidificagdo rizosférica. Com o aumento da concentragcdo de nitrato a
atividade bacteriana na rizosfera foi incrementada.

Em plantas de trigo, SMILEY (1978) observou menor atividade do fungo patdgeno
Gaeumannomyces graminis var. tritici na rizosfera de plantas cultivadas com amoénio em
relagdo as plantas crescidas com nitrato. Nesta mesma espécie vegetal MARSCHER et al.
(1998) verificaram um estimulo a colonizagdo da rizosfera pela bactéria Pseudomonas
Sfluorescens 2-79RLI promovido pelo amdnio, verificado somente nas plantas que ndo tiverem
controle do pH da solugdo nutritiva. Estes autores associaram este fato a retencdo de
exsudatos causada pela alta concentragdo de H' no apoplasto e na rizosfera.

No trabalho de MAHMOOD et al. (2005) foi avaliada a influéncia das fontes de
nitrogénio nitrato e amonio na atividade de bactérias na rizosfera. Apesar de terem sido
observadas quedas acentuadas no pH de plantas supridas com amodnio em relagdo as supridas
com nitrato, estes autores atribuiram a maior atividade bacteriana na rizosfera de plantas
crescidas com a fonte amoniacal devido a maior quantidade de exsudatos liberados nas
plantas crescidas com esta fonte de nitrogénio, também verificado por MAHMOOD et al.
(2002). E importante lembrar que o nitrato é um nutriente que também eleva
consideravelmente a proliferacdo radicular e produg@o de exsudatos pelas raizes na rizosfera
(PATERSON et al., 2006).

Estudos com bactérias simbidticas nodulantes também estdo incluidas neste contexto.
CHENG et al. (2004) comparou as espécies de alfafa Medicago sativa e Medicago murex,
onde foi verificado que a espécie que mais acidificou a rizosfera foi também a que apresentou
a menor capacidade de producdo de nodulos, concluindo estes autores que a rizosfera mais
acida foi menos favoravel a sobrevivéncia e crescimento do microorganismo fixador de
nitrogénio Sinorhizobium medicae.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram realizados 6 experimentos objetivando avaliar o efeito do pH rizosférico, em
fun¢do do metabolismo de diferentes fontes de N, na nodulagdo do feijoeiro. A inclusdo de
varidveis como aplicagdo de N via foliar (experimentos 4 e 5) e fornecimento de vanadato as
raizes (experimento 6) visaram isolar o efeito do pH da rizosfera, pelo metabolismo do N, de
outras possiveis causas, como por exemplo, um possivel efeito salino no ambiente radicular
promovido pelas mais elevadas doses de N.

3.1. Cultivares de Feijao, Estirpes de Rizobio e Inoculacgao

As sementes utilizadas em todos os ensaios foram padronizadas por tamanho e
inoculadas com inoculante turfoso produzido pela Embrapa Agrobiologia contendo em torno
de 10® células g das estirpes BR-322 e BR-520 de Rhizobium tropici, recomendadas para
Phaseolus vulgaris e consideradas adequadas aos solos tropicais por possuir tolerancia a altas
temperaturas, acidez moderada do solo e boa competitividade (SOUZA et al., 2003). A
inoculag@o das sementes foi feita em todos os experimentos e tratamentos € sempre no mesmo
dia da semeadura. Foi feita uma pasta de inoculante com agua destilada, sendo esta pasta
aplicada de forma a recobrir toda a superficie das sementes. Em seguida as sementes foram
conduzidas a secagem na sombra sob temperatura ambiente.

No 2° experimento foi feita a comparagdo entre as cultivares Ouro Negro e a Rio
Tibagi, que sdo contrastantes quanto a capacidade de produzir néodulos (KUBOTA et al,
2008). A cultivar Ouro Negro ¢ considerada de alto potencial para a nodulacdo, FBN e
producdo de graos (MERCANTE et al., 1992) em relagdo a Rio Tibagi, que normalmente
apresenta baixa resposta a inoculagdo. Como entre as duas cultivares ndo foram encontradas
diferengas expressivas nos valores de pH rizosférico, nos experimentos seguintes ao 2° foi
estudada apenas a cultivar Ouro Negro.

3.2. Local de Crescimento das Plantas

Os experimentos foram realizados em camara de crescimento (Figura 1) instalada no
Laboratorio de Quimica da Rizosfera do Instituto de Agronomia da UFRRJ com fotoperiodo
de 12/12 horas (luz/escuro) sob iluminagdo com lampadas incandescentes e fluorescentes e
taxa de luminosidade média de 400 Lux. As paredes da camara foram revestidas com papel
aluminio para concentrar a incidéncia luminosa sobre o dossel das plantas e a temperatura foi
constantemente controlada na faixa de 25°C £ 2°C com o uso de condicionador de ar.

Figura 2. Camara de crescimento utilizada em todos os experimentos para o cultivo do
feijoeiro.
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3.3. Experimentos

Em cada um dos experimentos descritos a seguir, foram comentados os objetivos
especificos de sua instalagdo e suas relagdes com a hipotese central deste trabalho.

3.3.1. Experimento 1. Avaliacio preliminar dos efeitos das solucbes com nitrogénio
(utilizadas nos experimentos seguintes) na condutividade elétrica do substrato areia.

Este experimento foi planejado para estudar se o efeito da salinidade das solucdes
completas com as fontes nitrogénio, que seriam utilizadas nos experimentos seguintes deste
trabalho de tese, poderia atingir niveis de toxidez comumente encontrado na literatura,
especialmente no substrato areia que foi utilizado na maioria dos ensaios. O experimento foi
instalado em um delincamento inteiramente casualizado com 4 repetigdes, no esquema
fatorial 5 x 2 com os seguintes tratamentos, 5 doses de nitrogénio (0, 60, 120, 240, ¢ 480 Kg
ha!) e 2 fontes de nitrogénio (KNOs3 como fonte de nitrato e (NH4)2SO4 como fonte de
amonio), em potes com 230 g de areia sem o cultivo de plantas.

Os calculos de massa de fertilizantes aplicados por hectare foram feitos considerando
uma camada de 20 cm de solo por hectare com massa de 2.000.000 de quilogramas, sendo a
densidade considerada igual a 1 (um). A fertilizagdo de base, para todos os nutrientes menos o
nitrogénio, foi feita através de aplicagdes de 0,5 mL por vaso da solugdo de K»SO4 (0,5 M) e 1
mL por pote das solugdes de CaCl,.2H,O (0,5 M), MgS04.7H,0 (0,5 M), NaH,P04.2H,0O
(0,5 M), resultando nas massas de 170 kg de K ha'!, 174 kg de Ca ha!, 104 kg de Mg ha' e
135 kg de P ha'l.

Para os micronutrientes foi aplicado 1 mL por pote da solugdo estoque de
micronutrientes, que foi preparada de acordo com a metodologia proposta por JACOB NETO
(2003) com a seguinte composicdo: 2.302 mg/L. de FeCl;.6H>O; 1.289 mg/L de EDTA; 31
mg/L. de H3BOs; 67,6 mg/L de MnSO4.H20; 45,92 mg/L. de ZnSO4.7H,0; 9,96 mg/L. de
CuS04.5H20; 9,51 mg/LL de CoCL.6H,O e 121 mg/LL. de NaxMo4.2H>O, resultando nas
massas finais de 3.011 g ha'! de Fe; 41 gha! de B; 191 gha! de Mn; 91 gha' de Zn; 22 g
ha! de Cu; 17 gha™! de Co €417 g ha'! de Mo.

As adubagdes com macro e micronutrientes foram as mesmas utilizadas nos
experimentos seguintes, sendo as aplicacdes dos nutrientes, inclusive nitrogénio, sempre
realizadas no inicio do experimento. As forgas idnicas das solugdes foram adaptadas de
JACOB NETO (2003) para os teores de calcio, magnésio e fosforo, porém o balango de
cargas foi mantido. As medigdes de condutividade elétrica (CE) e pH foram realizadas 14 dias
apos a aplicagdo das solugdes nos potes.

3.3.2. Experimento 2. Efeito da aplicacdo de fontes nitrogenadas na nodulacio - Efeito
do pH da rizosfera do feijoeiro cultivado em areia

Com objetivo de estudar se as modifica¢cdes do pH da rizosfera devido a aplicagdo de
diferentes fontes de N alterava a producdo inicial de ndédulos do feijoeiro, foi realizado um
experimento em um fatorial inteiramente casualizado com 2 cultivares de feijado (Ouro Negro
- alto potencial para a nodulacdo e Rio Tibagi - baixo potencial para a nodulacdo), 6 doses de
nitrogénio (0, 15, 30, 60, 120 e 240 kg ha™'), 3 fontes de nitrogenadas (KNO3, (NH4)2SO4 e
NH4NO3 ) e com 4 repetigoes, em potes de 230 g de areia sem drenagem. As sementes, que
foram padronizadas por tamanho, no momento do plantio foram inoculadas, posicionadas na
regido central do vaso e cobertas por uma camada de 1 cm do substrato areia.

O desbaste foi feito aos dois dias apos a emergéncia (6 dias apos a semeadura) visando
manter a plantula mais saudavel de cada vaso e a mais uniforme em relagdo as demais. A
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irrigacdo foi feita constantemente através da aplicagdo de agua destilada em quantidades
suficientes para manter o substrato apenas umido. As adubag¢des de macro e micronutrientes
foram realizadas de acordo com o experimento 1. Foram realizadas duas coletas, uma aos 10 e
a outra aos 20 dias ap6s a emergéncia (DAE), compreendendo o momento da iniciagdo da
nodulagdo e da fase de nodulos maduros, respectivamente. Foram avaliados, nas duas épocas
de coleta, a nodulagdo (mimero e massa seca de nodulos) e o pH rizosférico do feijoeiro. As
metodologias utilizadas para as avaliagdes dos efeitos do nitrogénio na nodulagdo encontram-
se descritas no item 3.4.

Figura 3. Caracteristicas morfologicas das plantas nas coletas realizadas aos 10 e 20 dias apos
a emergéncia.

3.3.3. Experimento 3. Inibicdo da nodulacio do feijoeiro cultivado em diferentes tipos de
solo: Parte I - Efeito do poder tampao do solo sem correcio da acidez; Parte II - Efeito
do poder tampio do solo com correcio da acidez.

Este experimento foi realizado com o objetivo de verificar se solos com a presenca de
argila, portanto com maior poder tampéo e capacidade de seqiiestrar OH ou H' em relagdo a
areia ¢ com pH natural (Parte I) ou corrigido (Parte II), poderiam alterar o efeito da fonte
nitrogenada de modificar o pH da rizosfera e influenciar a nodulagdo do feijoeiro.

Parte I. O experimento foi instalado em um fatorial inteiramente casualizado com
duas fontes de nitrogénio nitrato (KNO3) e amonio ((NH4)2SOs), seis doses de nitrogénio (0,
30, 60, 120 e 240 kg N ha!) e 2 tipos de solos (baixo e médio teor de argila). As analises
fisicas e quimicas destes solos encontram-se nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os solos com
baixo teor de argila (8%) ¢ com médio teor de argila (25%) utilizados neste experimento
foram retirados da camada subsuperficial de um Planossolo e de um Argissolo,
respectivamente, no setor de horticultura da UFRRJ (RAMOS, 1970). Apos a secagem ao ar
os solos foram passados em uma peneira com malha de 2 milimetros. Na montagem do ensaio
o volume de solo usado foi de 230 gramas por vaso, assim como no experimento em areia. Os
demais procedimentos como inoculacdo, adubacdo com nitrogénio ¢ demais nutrientes,
manuten¢do da umidade, desbaste, etc., foram iguais aos do experimento 2 em areia (item
3.3.2).
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Tabela 1. Percentuais das fragdes granulométricas presentes nos solos utilizados no
experimento 3 (dados obtidos no laboratorio de fisica do solo/Depto. de solos/UFRRYJ).

Solo Argila Silte Areia Areiafina  Areia grossa
Ba1?<o teor de 8 6 36 3 83
argila
Médio t

&dio teor de 25 16 59 2 57

argila

Para o cultivo em solo, a adubagdo considerou os teores de nutrientes existentes neste
substrato apresentados na Tabela 2. Esta adubacdo foi composta pelo fornecimento de
potassio através da aplicagdo, em cada vaso de 230 gramas, de 0,15 mL da solugdo de K2SO4
(0,5M) para resultar na massa de 50 kg de K>O ha' e pela aplicagio de 1 mL da solugio
estoque de micronutrientes, descrita no experimento 1. Foram realizadas duas avaliagdes, aos
10 e 20 dias apds a emergéncia das plantas, sendo avaliada a nodulagdo (nimero e massa seca
de nédulos) e o pH rizosférico do feijoeiro.

Tabela 2. Resultados da analise quimica dos solos usados no experimento 3 (dados obtidos
no laboratdrio de solos/Depto. de solos/UFRRIJ).

Tipo de solo pHH0O [Ca+Mg Ca Mg Al H+Al Na K P Corg M.O.S. v S T
Cmolc / dm3 ppm %
il Y 37 21 16 03 14 01257 223| 05 09 723 |38 52
Médio 1T 50 47 30 18 02 27 02(327 167| 08 13 643 |49 76
e argila

Parte II. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, no
esquema fatorial com 2 fontes de nitrogénio (KNO3 e (NH4)2SO4), 5 doses (0, 30, 60, 120 ¢
240 kg hal), 2 tipos de solos, os mesmos do Ensaio 1(baixo e teor médio de argila) e 3
neutralizantes (controle sem neutralizante, calcario e o p6 da alga Lithothamnium) com 4
repeticdes. O po da alga Lithothamnium ¢ resultante da moagem de fragmentos mortos e
carbonatados da alga encontrados em vastas jazidas situadas ao longo de praticamente toda
costa brasileira em profundidades que variam de 12 a 20 metros. A coleta para fins comerciais
¢ permitida de forma sistematizada desde que seja controlada e sob licenca ambiental do
IBAMA, Ministério do Meio Ambiente, DNPM e demais 6rgios governamentais.

O processo industrial da alga envolve a secagem, moagem (50% passante na peneira
400 mesh) e o ensacamento, resultando em um produto com PRNT igual a 98%. A sua
composi¢do quimica média é de 32% de calcio, 2,5% de magnésio, 0,2% de enxofre, 0,2% de
cloro, 0,1% de ferro, 5 ppm de molibdénio, além de outros elementos tracos. Este produto esta
devidamente registrado no Ministério da Agricultura sob o niimero RJ-06180 10000-8 e ¢
comercializado para uso agricola pela empresa Algarea S.A., cedente do produto para este
trabalho de pesquisa, registrada neste mesmo 6rgao sob o numero EP RJ 06180-8.

O calcério de rocha utilizado ¢ do tipo dolomitico e possui caracteristicas fisico-
quimicas, como a granulometria ¢ o PRNT, semelhantes as do p6 da alga. As adubagdes
foram realizadas como no ensaio 1. Devido a existéncia das informagdes de nodulacdo ¢ pH
rizosférico da coleta feita aos 10 dias apds a emergéncia, provenientes do ensaio I, no ensaio
IT optou-se pela coleta das plantas somente aos 20 dias apds a emergéncia, sendo realizado as
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mesmas determina¢des do ensaio 1, a nodulagdo (niimero e massa seca de nodulos) e o pH
rizosférico do feijoeiro.

3.3.4. Experimento 4. Liberacio de OH/H" na solu¢io nutritiva proveniente do
metabolismo de nitrogénio aplicado via foliar aos quatro dias apés emergéncia

Com o objetivo de estudar se a aplicacdo de fontes nitrogenadas via foliar nas plantas
de feijdo poderia alterar o pH da solugdo nutritiva, via liberagdo de OH / H' pelas raizes, este
experimento foi instalado em solu¢do nutritiva em um delineamento inteiramente casualizado
com 5 fontes de nitrogénio (sem N, KNOj3, (NH4)2SO4, NH4sNO3 ¢ uréia - CO(NH2), ) ¢ 4
repetigdes. Apos a realizagdo do teste de toxidez, devido a aplicagdo direta de N nas folhas,
foi determinada a concentragdo de 1,35% de N para todas as fontes, correspondente a
concentracdo de nitrogénio em uma solugdo 3% de uréia, dose considerada de baixa toxidez
ao feijoeiro (ALMEIDA, 2000).

As sementes da cultivar Ouro Negro foram inoculadas e germinadas em areia lavada,
posteriormente as plantulas aos 4 dias apos a emergéncia foram fixadas em placas circulares
de isopor e colocadas em vasos com 300 mL com a solug@o nutritiva ionicamente balanceada
e constantemente aerada com o uso de compressores de aquario. Neste mesmo dia foi feita a
aplicacdo Unica do nitrogénio através de pulverizacdo nas folhas cotiledonares que se ja
encontravam completamente abertas. As plantas foram isoladas completamente com algodao
e papel aluminio no processo de pulverizagdo foliar para no cair N na solugdo nutritiva.

A solug@o nutritiva foi composta por 0,5 mM de K na forma de K2SO4; 0,5 mM de Ca
na forma de CaCl>.2H,0; 0,5 mM de Mg na forma de MgS04.7H,0; 0,5 mM de P na forma
de NaH2P04.2H>0O; 10 uM de Fe na forma de FeNa-EDTA; 0,5 uM de B na forma de H3BO3;
0,4 uM de Mn na forma de MnSO4.H,0; 0,16 uM de Zn na forma de ZnSO4.7H,0; 0,04 uM
de Cu na forma de CuS04.5H>0; 0,04 uM de Co na forma de CoCl,.6H,O ¢ 0,5 uM de Mo na
forma de NaxMo4.2H>O. Esta solugdo nutritiva foi adaptada da metodologia proposta por
JACOB NETO (2003). Apesar da elevagdo da concentragdo de célcio, magnésio e fosforo
para 0,5 mM o equilibrio de cargas da solugdo foi conservado. As leituras de pH da solucdo
nutritiva foram feitas nos tempos de 14, 24, 40, 64, 88, 112, 136, 160 e 280 horas apés a
aplicac@o da solugdo nitrogenada do respectivo tratamento nas folhas.

3.3.5. Experimento 5. Liberacio de OH/H" na rizosfera e nodulacio do feijoeiro suprido
com nitrogénio aplicado via foliar aos quatro e seis DAE — Cultivo em areia

Ap0s a realizacdo do experimento 4, onde foi verificado que a aplicagdo foliar poderia
ser usada para separar o efeito do contato direto das fontes nitrogenadas com as raizes da
extrusdo de OH/H" na rizosfera via metabolismo foliar, este experimento foi realizado no
substrato areia com a aplicacdo do nitrogénio também através das folhas do feijoeiro. Os
demais procedimentos experimentais foram exatamente iguais ao do experimento anterior,
com excecdo da dosagem nitrogénio que foi dividida em duas pulverizagdes foliares aplicadas
na concentragdo de 0,67%, aos 4 ¢ 6 dias apos emergéncia. A adubagdo da areia com os
demais nutrientes foi a mesma da realizada nos experimentos 1 e 2. A coleta foi realizada aos
10 DAE, sendo analisada a nodulagdo (nimero e massa seca de noédulos) e o pH da rizosfera
do feijoeiro.
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3.3.6. Experimento 6. Influéncia da presenca de um inibidor da bomba de prétons -
Efeito das fontes nitrogenadas no pH da rizosfera e na nodulacio do feijoeiro

Considerando que a inativacdo da bomba de prétons na célula com a aplicagdo do
vanadato e, conseqiientemente, a minimiza¢do da absor¢do de nitrato ¢ amodnio influenciando
a extrusdo de OH/H" pela raiz, podem ser associados ao processo de nodulagdo do feijoeiro,
este experimento teve o objetivo de estudar esta interagdo. Foi instalado com o delineamento
experimental inteiramente casualizado em um esquema fatorial do tipo 2 x 4 x 4, com 2 fontes
de nitrogénio (KNOs e (NH4)2SO4), 4 doses de nitrogénio (0, 60 e 120 e 240 kgN ha') e 4
doses de vanadato (0, 115, 230 e 460 kgVO4 ha! aplicados como Na3;VOy4 e 4 repeti¢des, na
cultivar Ouro Negro.

O vanadato foi aplicado no plantio juntamente com a adubacdo com macro e
micronutrientes, que foram aplicados seguindo os mesmos procedimentos do experimento 1.
As dosagens de vanadato correspondem, respectivamente, as concentragcdes aproximadas de
0,0; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 mM de solugdes nutritivas freqiientemente utilizadas em experimentos onde
se promove a inibicdo da ATPase de células vegetais e foram obtidas da aplicacdo de 0,5, 1,0
e 2,0 mL por vaso com 230 gramas de areia de uma solugcdo 1 M de Na3VOys transformando
por hectare como descrito anteriormente. Foram realizadas duas coletas de plantas aos 10 e
20 DAE, sendo avaliada a nodulagdo (nimero e massa seca de nddulos) e o pH da rizosfera
do feijoeiro.

3.4. Parametros Avaliados nos Experimentos
3.4.1. Condutividade elétrica

Foi utilizada a metodologia proposta por CAMARGQO, et al. (1996) em extrato aquoso
em uma propor¢ao 1:1 entre a por¢do mineral (areia) e a agua. O extrato foi feito através de
agitacdo de 2 minutos e repouso por 48 horas. No momento da leitura foi feita uma nova
agitacdo de aproximadamente 1 minuto e a leitura feita com o condutivimetro DIGIMED DM
31.

3.4.2. Producio de nédulos (nimero e massa seca)

Ap0s a retirada das plantas dos vasos para a coleta de material mineral (areia e solo)
para avaliacio do pH da rizosfera (descricio no item seguinte), as raizes foram
cuidadosamente lavadas com agua corrente para ndo prejudicar os nodulos. A avaliagdo do
numero de nodulos foi realizada logo em seguida, enquanto os nédulos apresentavam-se bem
frescos. A contagem dos nodulos foi feita sob uma lupa circular provida de lampada
fluorescente sobre um pano preto. Os nodulos visiveis foram contados, retirados com bisturi,
acondicionados em pequenos envelopes de papel, desidratados em estufa a 65°C e pesados em
balanga de precisdo para a determinagdo da massa seca.

3.4.3. pH da rizosfera

As plantas foram retiradas do vaso plastico e erguidas pelo caule para a retirada da
areia e do solo das regides mais distantes das raizes (regido ndo rizosférica). Com movimentos
leves foi retirado o excesso da fracdo mineral existente, permanecendo apenas a pequena
porcdo aderida as raizes (areia ou solo da regido da rizosfera), sendo esta extraida através de
agitacdo leve dentro de um copo plastico evitando choques com as paredes internas do copo e
possiveis danos aos nodulos. Foi feita a avaliacdo de pH em 4gua, onde o extrato aquoso foi
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preparado conforme a metodologia da EMBRAPA em uma propor¢ao 1:2,5 entre areia (ou
solo) e agua, com 10 gramas de material ¢ 25 mL de agua deionizada. O extrato foi feito
através de agitagdo de 2 minutos e repouso por 2 horas. No momento da leitura foi realizada
nova agitacdo de aproximadamente 1 minuto e a leitura feita com o peagdmetro manual
SCHOTT-HANDYLAB 1.

3.5. Analises de estatistica

Para todos os experimentos foi feita analise da varidncia no programa SAEG, sendo
que nos experimentos em esquema fatorial foram realizadas analises das fontes de variagdo
isoladamente, seguidas dos desdobramentos das interacdes quando significativas. No
programa SAEG foram também realizadas as andlises de regressdo para o fator dose de
nitrogénio e os testes de média Tukey e Scott-Knott, ambos com 5% de significancia.

Para cada experimento foi montada uma tabela com analise da variancia dos dados de
cada parametro avaliado. Nas tabelas estdo apresentados os valores da probabilidade (Pr > F)
seguindo a distribuicdo de Snedecor, encontrados pela andlise das varidncias. As analises
foram realizadas assumindo distribui¢do normal ¢ homogénea dos dados, realizada pelo teste
de Lilliefors e teste de Cochran e Bartlett. Em seguida, serdo apresentadas duas tabelas com
dados também provenientes da ANOVA, uma com a significancia estatistica das fontes de
variagdo isoladas e outra com o desdobramento das interagdes duplas e triplas ocorridas entre
fatores, nos casos em que estas foram estatisticamente significativas. As interacdes triplas
entre fatores s6 serdo apresentadas quando forem necessarias para explicar um determinado
efeito. Nos experimentos que possuem duas épocas de amostragem (10 e 20 dias apos a
emergéncia) foram feitas analises dos dados separadamente para cada época, utilizando o teste
Tukey 5% para comparagao.

O efeito das doses de nitrogénio sobre o nimero de nodulos planta! foi avaliado
através de andlises da varidncia na regressdo no SAEG, onde para cada curva de regressdo o
modelo de melhor ajuste foi selecionado de acordo com a significancia na analise de variancia
na regressdo e com o valor R%. O modelo de regressio de melhor ajuste foi utilizado para
determinar, por substituicdo do valor de x na equagdo, o nivel critico referente a dose de
nitrogénio de inibi¢do total da nodulagdo do feijoeiro, assim como o valor de pH da rizosfera
ocorrido nesta dose de nivel critico.

A dose de nitrogénio de convivéncia com a nodulacdo foi determinada através do uso
das mesmas equagdes de regressdo utilizadas para a determinacdo da dose de nivel critico de
cada fonte de nitrogénio, em dados ndo transformados. Esta dose de convivéncia também foi
obtida através da substituicdo do valor de x no modelo de regressdo de melhor ajuste, gerado
para cada fonte de nitrogénio. Esta dose correspondeu ao nivel de nitrogénio onde ocorreu
80% da maxima nodulagdo, obtida predominantemente na dose zero de nitrogénio.
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4. RESULTADOS

Para facilitar o entendimento, os resultados dos seis experimentos serdo somente
apresentados neste topico, sendo todos discutidos no topico seguinte (discussao).

4.1. Experimento 1. Avaliacdo Preliminar dos Efeitos das Solu¢cées com Nitrogénio
(Utilizadas nos Experimentos Seguintes) na Condutividade Elétrica do Substrato Areia.

Foram avaliados neste experimento os efeitos de diferentes dosagens de nitrogénio,
fornecidas através das fontes nitrato (NO3") e amdnio (NH4"), nos niveis de salinidade da areia
e no pH do meio. Os dados da Tabela 3 mostram que o aumento das doses de nitrogénio
provocou elevacao progressiva e estatisticamente significativa da condutividade elétrica (CE)
da areia até a dose de 480 kg N ha™!, fato verificado nas duas fontes de nitrogénio testadas.

O amdnio (fonte de N catidnica) proporcionou maiores valores de CE, com diferengas
estatisticamente significativas em relacdo ao nitrato (fonte de N anidnica), nas doses de 60,
120 € 240 kg N ha™!, ndo ocorrendo diferengas significativas entre as duas fontes de nitrogénio
nas doses de 0 e 480 kgN ha''. Portanto, doses mais elevadas de nitrogénio, podem elevar a
condutividade elétrica do meio de crescimento, causando efeitos deletérios ao crescimento das
plantas. Contudo, isto ocorreu nas duas fontes de N, ndo permitindo, portanto atribuir os
efeitos de toxidez que geralmente ocorrem nas raizes crescidas com amonio unicamente ao
efeito salino desta fonte.

Para o parametro pH da areia ndo houve efeito significativo das fontes de variacdo
fonte de N e dose de N, no entanto a interacdo entre estes dois fatores foi significativa. O
desdobramento da interagdo mostrou que em ambas as fontes de nitrogénio o aumento das
dosagens ndo afetou expressivamente o pH. Somente na dose de 240 kg N ha! na forma de
nitrato foi verificado um acréscimo significativo no valor do pH em relagdo a maior dose do
experimento (480 kg N ha™!). No entanto, este efeito parece estar associado a algum fator niio
controlado, como a insensibilidade do método analitico utilizado, uma vez que para esta fonte
de N as doses inferiores a 240 kg N ha! promoveram valores de pH iguais ao da dose de 480
kg N ha!. Entre as fontes de nitrogénio verificou-se que somente na dose de 240 kg N ha’!
houve diferenca entre elas, sendo na fonte nitrica encontrado um valor de pH superior ao da
fonte amoniacal (Tabela 3).

Tabela 3. Dados médios, valores da probabilidade (Pr > F) e desdobramentos das intera¢des
para pH e condutividade elétrica da areia (uS cm™), sem cultivo de plantas. Experimento 1.

Avaliagdes CE da areia (uS cm™) pH da areia

Dose N (kgN ha™) N-NOy" N-NH4* N-NOs- N-NH4*
0 1114 Ad 1114 Ad 4,44 Aab 4,44 Aa
60 1301 Bed 1655 Ac 4,41 Aab 4,55 Aa
120 1606 Bbc 1916 Ac 4,48 Aab 4,59 Aa
240 1790 Bb 2297 Ab 4,76 Aa 4,35Ba
480 2919 Aa 3132 Aa 4,28 Ab 4,42 Aa
Pr>F

Fonte N 0,0001 NS*

Dose N 0,0001 NS

Fonte N x dose N 0,0304 0,0153

CV% 8,0085 3,9103

*NS = Nao significativo.
Para cada pardmetro avaliado, médias seguidas de letras minusculas na mesma coluna e maiusculas na mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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4.2. Experimento 2. Efeito da Aplicacio de Fontes Nitrogenadas na Nodulacio - Efeito
do pH da Rizosfera.

Neste experimento em areia foi avaliada a nodulacdo e as alteragdes do pH da
rizosfera de duas cultivares de feijoeiro na presenga das mesmas fontes de nitrogénio
utilizadas no experimento anterior, com a inclusdo do nitrato de amoénio (NH4NO3) que é uma
fonte eletricamente neutra, nas doses de 0, 15, 30, 60, 120 e 240 kgN ha'.

Numero de nédulos - experimento 11

Os dados do experimento juntamente com os valores Pr > F obtidos das analises de
variancia estdo apresentados na Tabela 4, onde pode ser observado que em ambas as épocas
de avaliagdo (10 e 20 dias apds a emergéncia) ocorreu efeito estatisticamente significativo
para todas as fontes de variacdo avaliadas (fonte de N, dose de N e cultivar). Para as
interacdes entre os fatores dos experimentos observa-se que todas foram significativas aos 20
DAE e apenas a interagdo cultivar x fonte de N ndo foi significativa aos 10 DAE. Os
coeficientes de variagdo dos dados das coletas aos 10 DAE (12,85%) e aos 20 DAE (20,28%)
encontram-se dentro de uma variagdo esperada para experimentos que envolvem contagem de
nodulos. Os dados médios mostrados na Tabela 4 sdo originais, porém a analise da variancia
foi feita nos dados transformados (\/x+1).

Tabela 4. Média do niimero de nédulos planta! em duas cultivares de feijoeiro crescido com
diferentes fontes e doses de nitrogénio e avaliado em diferentes épocas. Resultados da
ANOVA (Pr > F) realizada em dados transformados por Vx+1. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE 20 DAE
Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi Ouro Negro Rio Tibagi
Fonte de N N-NOy N-NH,' N-NH,NO;  N-NOy N-NH,* N-NH,NO; N-NO; N-NH,' N-NH.NO; N-NOy N-NH,* N-NH,NO;

Dose N (kg ha™)

0 (FBN) 14 19 10 4 12 4 97 57 61 19 21 27
15 7 9 11 4 2 0 79 42 27 32 20 7
30 5 8 4 0 0 0 131 8 39 48 3

60 0 0 0 0 0 0 53 3 27 22 0 22
120 1 0 0 0 0 0 14 0 18 0 5
240 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pr>F

Fonte N 0,0001 0,0001

Dose N 0,0001 0,0001

Cultivar 0,0001 0,0001

Fonte x dose 0,0001 0,0001

Cultivar x dose 0,0001 0,0001

Cultivar x fonte NS 0,0001

Fon. x dos. x cult. 0,0001 0,0202

CV% 12,856 20,285

NS = Nao significativo.

As comparagdes dos efeitos individuais das fontes de variacdo que atuaram no
experimento mostraram que aos 10 DAE com o uso do aménio como fonte de N foram
verificados os maiores numeros de nodulos, seguido do nitrato e nitrato de amdnio, sendo
estas diferencas sempre significativas (Tabela 5). Aos 20 DAE verificou-se que plantas com
nitrato tiveram maior nodulacdo. Comparando as cultivares, verificou-se que a maior

29



producdo de nodulos ocorreu de forma significativa na cultivar Ouro Negro nas duas épocas
de amostragem (também mostrado na Figura 4), com a nodulagdo sendo mais efetiva aos 20
DAE em relagdo a primeira época de amostragem.

Tabela 5. Médias das fontes de variacdo significativas para o pardmetro nimero de nodulos
planta™!. Avaliagdes aos 10 e 20 dias apos a emergéncia. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE
Fonte de variacao (FV) Tratamento N° nédulos planta™
Fonte de N N-NO3 Ja
N-NH4* 4b
N-NH4NO3 2¢
Cultivar Ouro Negro Sa
Rio Tibagi Ib
Epoca de coleta 20 DAE
Fonte de variacio (FV) Tratamento N° nédulos planta’!
Fonte de N N-NO3 43 a
N-NH4* 13¢
N-NH4NOs 19b
Cultivar Ouro Negro 36a
Rio Tibagi 14b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Os desdobramentos das interagdes significativas ocorridas entre as fontes de variacdo
do experimento estdo apresentados na Tabela 6. O efeito do fator dose de nitrogénio na
nodulacdo serd explicado através das analises de regressdo realizadas separadamente para
cada fonte de N e cultivar (Tabela 7), onde foi determinada a significancia e o nivel critico
referente a dose de inibigdo total da nodulacdo. Considerando as interagdes aos 20 dias apos a
emergéncia entre fonte de N x dose de N e cultivar x dose de N, ficou claro que independente
da fonte e da cultivar a partir da dose de 60 kg ha™! de nitrogénio comecou a ocorrer uma
diminui¢do expressiva da nodulagdo chegando a inibi¢ao total da nodulacido na dose de 240
Kg ha! de nitrogénio.

A interacdo fonte de N x dose de N mostra que plantas crescidas com nitrato tiveram
maior nodula¢io em relaciio as plantas com amonio desde a dose zero de N até 120 kgN ha™!,
Entre os fatores dose de N x cultivar, verificou-se superioridade significativa da cultivar Ouro
Negro em relagdo a Rio Tibagi em todas as doses de nitrogénio onde a nodulagdo ocorreu
expressivamente (0 a 60 kgN ha). Na interagdo entre cultivar x fonte de N ficou evidenciado
que a cultivar Ouro Negro foi sempre significativamente superior a cultivar Rio Tibagi,
independente da fonte de nitrogénio (Tabela 6), sendo observado que o amonio foi a fonte de
N que mais prejudicou a nodulagdo em relag@o as demais fontes.
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Tabela 6. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o parametro niimero
de nodulos planta™. Avaliagdes 10 e 20 dias apds a emergéncia. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE

Fonte N / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
N-NOs 9b 6a 3b Oa la Oa
N-NH4* 16a 6 ab 4a Oa Oa 0a
N-NH4NO; 7c¢ 6b 2b Oa Oa Oa
Cultivar / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
Ouro Negro 14a 9a 6a Oa Oa 0a
Rio Tibagi 7b 2b 0b Oa Oa Oa
Epoca de coleta 20 DAE

Fonte N/ dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
N-NOs3” 58a 56a 90 a 38a 16 a 0a
N-NH4* 39b 31b 6¢ 2b Oc Oa
N-NH4NO; 44 ab 17¢ 22b 25a 6b Oa
Cultivar / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
Ouro Negro 72a 49 a 59a 28 a 7a 0a
Rio Tibagi 22b 20b 19b 15b 8a Oa
Cultivar / fonte N N-NOs N-NH4* N-NHsNO3
Ouro Negro 62 Aa 18 Ca 27 Ba

Rio Tibagi 23 Ab 7 Cb 11 Bb

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Um dos principais objetivos deste trabalho foi o de verificar o efeito das fontes e das

doses de nitrogénio no aparecimento e desenvolvimento de nodulos de plantas de feijoeiro.
Entretanto, como o ensaio foi planejado através do delineamento experimental inteiramente
casualizado com os tratamentos dispostos no esquema fatorial com trés fatores e diferentes
niveis dentro de cada fator, efeitos importantes do ponto de vista bioldgico podem estar sendo
confundidos.
Com o objetivo de avaliar isoladamente o efeito das cultivares testadas em relagdo a
capacidade de produzir noédulos foi feita uma analise dos dados (teste Tukey 5%) de todos os
tratamentos sem nitrogénio mineral, portanto com as plantas dependentes apenas do
nitrogénio atmosférico. Estes dados estdo apresentados na Figura 4 ¢ comprovam a
superioridade em produzir nddulos da cultivar Ouro Negro em relagdo a Rio Tibagi aos 10 e
aos 20 dias apds a emergéncia. Embora seja conhecido na literatura o contraste entre estas
cultivares em relacdo a capacidade de produzir noédulos, ndo existem trabalhos que comparem
a nodulagdo destas cultivares avaliando a inibi¢do da nodulagdo concomitantemente as
variagdes no pH da rizosfera de plantas supridas com diferentes fontes e doses de nitrogénio,
como avaliado nesta tese.
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Figura 4. Resultados do teste de médias (Tukey 5%) para o pardmetro numero de nodulos
planta’! de feijdo, cultivares Ouro Negro e Rio Tibagi, em duas épocas de coleta. Avaliagio
feita somente em plantas crescidas sem nitrogénio mineral.

Anteriormente na Tabela 4, foi encontrado pelos dados da probabilidade da hipotese
formulada ser verdadeira (Pr > F) pela andlise da varidncia que a interagdo tripla foi
estatisticamente significativa. Embora matematicamente esta significincia possa sugerir a
existéncia de relagdes simultaneas importantes entre as trés fontes de variacdo analisadas, do
ponto de vista bioldgico se torna complicada esta analise, visto que, por exemplo, soma-se o
efeito de duas cultivares com caracteristicas completamente diferentes.

Dentro da hipotese do trabalho, foram comparadas as médias entre si, visto que os trés
fatores, fonte de nitrogénio, dose de nitrogénio e cultivar, exercem efeito sobre elas. As
possiveis diferengas entre elas foram, entdo, analisadas utilizando o teste de média Scott Knott
(5%). Assim, somente neste experimento € apenas no parametro numero de nodulos por
planta, com interacdo tripla significativa, foi feito este teste de média comparando todas as
combinagdes possiveis, com uma analise para cada época de amostragem (Tabelas 7 e 8).

Analisando os dados da cultivar Ouro Negro aos 10 dias apos a emergéncia (Tabela 7)
foi verificado que existiu diferenca de forma estatisticamente significativa pelo teste Scott
Knott 5%, do tratamento sem adubacio de nitrogénio (19 nodulos planta!), para os demais 35
valores da combinagdo entre doses de nitrogénio e cultivares. E necessério ressaltar que no
nivel zero de adubagdo, os valores podem ser considerados repeticdes dentro de cada cultivar,
pois ndo havia nenhuma outra fonte de variagdo. Portanto, ¢ dificil de explicar as diferengas
estatisticas de valores que ocorreram dentro de cada cultivar sem adubag@o nitrogenada. O
teste geral novamente caracterizou a diferenca de capacidade de nodulagdo que ocorre entre as
duas cultivares, provando a maior capacidade noduladora da cultivar Ouro Negro em relagdo
a cultivar Rio Tibagi, como também caracterizou a Figura 4.

De forma geral, ocorreram diferengas estatisticamente significativas entre o tratamento
sem adubac@o nitrogenada e os tratamentos com adubagdo, seja nitrato ou amonio, com as
diferengas mais pronunciadas, comegando na dosagem de 30 kgN ha'l. Para a fonte
considerada neutra em termos de carga, o nitrato de amonio, na cultivar Ouro Negro a dose
utilizada de 15 kgN ha™! ndo diferiu do nivel zero. S6 comegou a ocorrer diferencas a partir de
30 kgN ha'!. Essa época de amostragem ¢ importante ser analisada cuidadosamente, pois o
sistema radicular do feijoeiro e o processo de formagao de nddulos ainda estdo no inicio de
suas formagoes.

Na avaliagdo feita aos 20 dias apos a emergéncia (Tabela 8) foi verificada a maior
nodulaciio na cultivar Ouro Negro com o uso do nitrato na dose de 30 kgN ha!, sendo esta
dose diferente estatisticamente de todos valores em outras combinagdes, indicando claramente
um efeito benéfico desta fonte e dose na nodulacdo do feijoeiro. Esta fonte so inibiu
completamente a nodula¢do na dose de 240 kgN ha!. A fonte amonio comecou a prejudicar o
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processo de nodulag@o ja nas doses iniciais. Na cultivar Rio Tibagi, que apesar de possuir
menor capacidade de nodulacdo, o efeito da fonte e dose de nitrogénio foi semelhante, sendo
o maior nimero de nédulos obtido com nitrato na dose 30 kgN hal. As maiores doses de
nitrogénio em todas as fontes de nitrogénio inibiram a nodulacdo das plantas de feijoeiro aqui
testadas.

Tabela 7. Teste de média para o nimero de ndédulos planta’ influenciado por todos os
tratamentos do experimento, simultancamente, aos 10 dias apds a emergéncia. Analise
realizada em dados transformados por Vx+1. Experimento 2.

Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi

Fonte de N N-NOs" N-NH,* N-NH4NO; N-NOs" N-NH,* N-NH.NOs
Dose N (kg ha™')

0 14B 19 A 10C 4F 12C 4F

15 7E 9D 11C 4F 2G 0H
30 5F 8D 4F 0H OH OH
60 0H 0H 0H 0H OH OH
120 1G 0H 0H 0H OH OH
240 0H 0H 0H 0H OH OH

Médias seguidas de mesmas letras nas linhas e colunas ndo diferem estatisticamente entre si (teste Scott Knott 5%).

Tabela 8. Teste de média para o nimero de ndédulos planta’ influenciado por todos os
tratamentos do experimento, simultaneamente, aos 20 dias apds a emergéncia. Analise
realizada em dados transformados por Vx+1. Experimento 2.

Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi

Fonte de N N-NOs N-NH4* N-NHsNO3 N-NOs” N-NH4* N-NHsNO3

Dose N (kg ha™)

0 97 B 57D 61D I9F 21F 27F
15 79 C 42E 27F 32E 20F 7TH
30 131 A 8 H 39E 48 E 31 51
60 53D 31 27F 22F 0J 22F
120 14G 0J 7TH I8 F 0J 51
240 0J 0J 0J 0J 0J 0J

Médias seguidas de mesmas letras nas linhas e colunas ndo diferem estatisticamente entre si (teste Scott Knott 5%).

Outra estratégia utilizada para facilitar a interpretacdo bioldgica do efeito das doses de
nitrogénio na nodulacdo foi a realizagdo de analises da variancia na regressdo para este fator.
Foi também determinado o nivel critico para a dosagem de nitrogénio de inibi¢do total da
nodulagdo ¢ a dose de nitrogénio capaz de inibir apenas 20% da nodulacdo (dose de
convivéncia). Estas andlises de regressdo foram feitas isoladamente para cada fonte de
nitrogénio, cultivar e época de amostragem (Tabela 9).
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Analises de regressiao para numero de nddulos — experimento 11

Para este experimento em areia, nas andlises de regressdo, feitas com os dados ndo
transformados, o modelo de equacdo polinomial de 3% ordem foi, na maioria dos casos, 0 mais
adequado para explicar os efeitos das doses de nitrogénio afetando a producao de nddulos do
feijoeiro. Apos a determina¢do do modelo da curva de regressdo, a determinacdo do nivel
critico das doses de nitrogénio foi feita utilizando a respectiva equagdo para encontrar a dose
de N correspondente ao niimero de nodulos igual a zero e a dose que inibisse 20% da
nodulagdo maxima (dose de convivéncia).

Nota-se na Tabela 9 que para todas as fontes de nitrogénio e em ambas as cultivares
houve uma expressiva diferenca nos valores de nivel critico do nitrogénio em fungdo das
épocas de coleta. Os niveis criticos para dose de N diferenciaram-se entre as cultivares
avaliadas, sendo os menores niveis obtidos na cultivar Rio Tibagi em relagdo a Ouro Negro,
estando de acordo com a Figura 4. Isto comprova que nesta cultivar a sensibilidade ao
nitrogénio foi maior ¢ a nodulagdo foi facilmente prejudicada. Por este tipo de analise,
comparando o efeito da fonte nitrogenada, verifica-se que aos 20 dias apds emergéncia em
ambas as cultivares a utilizacdo da fonte amoénio foi a mais prejudicial a nodulagdo do
feijoeiro.

Na cultivar Ouro Negro, aos 20 DAE, por exemplo, para se atingir o nivel de toxidez
da fonte amodnio capaz de inibir totalmente a nodulacdo, foi necessario adicionar 81 kgN ha™.
Para a fonte nitrato esta dose foi de 139 kgN ha™'. Os valores de nitrato de aménio foram
proximos aos do nitrato. Aos 10 dias ap6s a emergéncia, as diferencas entre as fontes
nitrogenadas foram pequenas, especialmente na cultivar Ouro Negro. Na cultivar Rio Tibagi
as diferengas foram um pouco mais acentuadas, com fonte amoniacal sendo muito mais
prejudicial a nodulagdo em relagdo ao nitrato.

Comparando os resultados das analises utilizando o teste Tukey 5%, obtidos com a
analise de variancia normal, com os dados das analises de regressdo para o parametro nimero
de noédulos, pode ser visto que sdo similares. Entretanto, os valores exatos das doses que
inibem a nodulagdo ndo podem ser calculados precisamente pela analise convencional. E
importante ressaltar que nas analises de regressdo feitas para todas as fontes de nitrogénio,
cultivares e épocas de coleta, além das probabilidades obtidas na ANOVA (Pr > F) terem sido
altamente significativas, praticamente todas as curvas tiveram valores de “R?” superiores a
75%. Como a interpretagdo do valor R? refere-se a proporcio de variagdo da variavel do eixo
y (nimero de nddulos) explicada pela variagdo da varidvel do eixo x (dose de nitrogénio),
estes resultados indicam que mais de 75% das quedas na producdo niimero de nodulos do
feijoeiro puderam ser explicadas pelo aumento das doses de nitrogénio.

As maiores diferengas entre as doses de convivéncia, dose capaz de reduzir em 20% a
nodulagdo do feijoeiro, obtida para cada fonte de nitrogénio, também foram verificadas aos 20
dias apds a emergéncia, sendo a necessario 58 kg ha! de nitrogénio, para reduzir em 20% a
nodulac@o (Tabela 9). Nesta época foi verificado novamente que, das fontes de N testadas, o
amonio foi a que promoveu o maior efeito inibidor a nodulagao, sendo observadas as menores
doses de convivéncia em ambas as cultivares. As doses de convivéncia obtidas com o uso da
fonte nitrato de amdnio aos 20 DAE foram intermediarias as observadas no nitrato e no
amonio (Tabela 9). Os resultados aos 10 DAE mostraram pequenas diferencas entre as fontes
de nitrogénio.
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Tabela 9. Obten¢io das doses de NOs", NH4" e NH4NOs para a inibi¢do total (nivel critico) e
para a redugdo de 20% da nodulagdo (dose de convivéncia) em duas cultivares de feijoeiro
avaliado em diferentes épocas. Analises de regressdo realizadas em dados ndo transformados.
Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE

Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi

Fonte de N N-NO35 N-NH4* N-NHsNO3 N-NOs” N-NH4* N-NHsNO3
y = 00000095 + y = -00001C + y = 00000055 & y = -0,000003% + y = -0.0000x + y = -0,000003x +

Equagio da regressio 0.0038x2- 04233+ 0,0043x2-0,5207x +  0,0022x2-0,2979x+  0,0013x2- 0,1524x+  0,0042x2- 0,4252x +  0,0012x2- 0,1182x +
13,889 18,36 11,968 47497 10207 2,7143

R2 (%) 9331 86,14 86,37 75,51 94,00 75.03

Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Dose de N para 64 kg ha'! 65 kg ha'! 73 kg ha'! 49 kg ha™! 34 kg ha™! 33 kg ha'!

nodulagao = zero.

Dose de N para redugio

a Bl -1 =l -1 -1
de 20% da nodulagdo. 7 kg ha 8 kg ha 9 kg ha 7 kg ha 5 kg ha 5 kg ha
Epoca de coleta 20 DAE
Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi
Fonte de N N-NO35 N-NH4* N-NHsNO3 N-NOs” N-NH4* N-NHsNO3
y = 000005% - _ N _ 5 y = 000002x - y = -0,00001x) + y = -0,000005%3 +
~ ~ ) y =0,0025x2 y =0,0013x2 5 5 A
Equagdo da regressio g,;)ég; coaext Y e 05195+ 51015 gﬁggr +0,5625x + gﬁgg‘)» -0,7023x + ?é(?(s)fl)?tx“ - 0233x +
R? (%) 78,65 82,01 77,57 77,05 82,38 65,86
Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Dose de N para 1 1 1 1 1 1
nodulagio = zero. 139 kg ha 81 kg ha 173 kg ha 146 kg ha 63 kg ha 132 kg ha
Dose de N para redugio 1 a 0 0 a 0
58 kg ha 13 kg ha 21 kg ha 55kg ha 8 kg ha 20 kg ha

de 20% da nodulagdo.

Massa seca de nodulos — experimento 11

Para o parametro massa seca de ndodulos, neste e nos demais ensaios, foi feita a analise
da variancia fatorial (Tabela 10) e foram realizados os desdobramentos das interagdes
significativas através do teste Tukey com 5% de significancia (Tabela 12). Nos
desdobramentos das interagdes foram mostradas somente as significancias dos efeitos das
fontes de nitrogénio e das cultivares de feijoeiro testadas.

As analises da variancia apresentadas na Tabela 10, referentes as duas épocas de
avaliacdo da massa seca de nodulos planta! de feijio, mostram que todas as fontes de
variagdo ¢ interagdes entre fatores apresentaram significancia estatistica (Pr > F). Assim como
aconteceu na avaliacdo do numero de nddulos, a massa seca também apresentou coeficientes
de variagdo dentro de uma variagdo esperada para a produgdo de nodulos, sendo de 4,74%
para a amostragem aos 10 dias apds a emergéncia e de 9,77% para a coleta aos 20 dias apds a
emergéncia. A Tabela 10 mostra que o aumento das doses de nitrogénio afetaram fortemente e
progressivamente a produ¢do de massa seca de nodulos, tal como verificado para o parametro
numero de nodulos (Tabela 4). Também ocorreu forte inibi¢do da producdo de massa seca de
nodulos a partir da dose de 30 kgN ha! aos 10 dias apos a emergéncia e de 60 kgN ha! aos 20
dias apds a emergéncia, especialmente na cultivar Rio Tibagi. Os dados mostrados na Tabela
10 sdo originais, porém a analise da variancia foi feita nos dados transformados (Vx+1).
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Tabela 10. Média da massa seca de nédulos (mg planta') em duas cultivares de feijoeiro
crescido com diferentes fontes e doses de nitrogénio e avaliado em diferentes épocas.
Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em dados transformados por Vx-+1. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE 20 DAE

Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi Ouro Negro Rio Tibagi
Fonte de N N-NOy N-NH,* N-NH,NO, N-NOy N-NH, N-NH,NO, N-NOy N-NH/ N-NH,NO, N-NOy N-NH, N-NH,NO,
Dose N (kg ha™)

0 1,740 4,005 1,323 0,258 1,281 0,408 20,50 21,10 21,76 15,78 10,65 9,67
15 0,175 0,861 0,500 0,089 0,018 0,000 11,95 10,78 2,86 791 7,38 0,72
30 0,078 0,188 0,042 0,000 0,000 0,000 16,27 2,36 5,68 4,71 0,03 0,90
60 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 7,56 0,16 2,65 1,85 0,00 1,22
120 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,16 0,00 0,26 0,15 0,00 0,12
240 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pr>F

Fonte N 0,0001 0,0001

Dose N 0,0001 0,0001

Cultivar 0,0001 0,0001

Fonte x dose 0,0001 0,0001

Cultivar x dose 0,0001 0,0001

Cultivar x fonte 0,0001 0,0014

Fon. x dos x cult 0,0001 0,0001

CV% 4,7442 9,777

Comparando as médias das fontes nitrogenadas do experimento II foi verificado que a fonte
de amonio proporcionou o maior ganho de massa nodular na primeira época de coleta (Tabela
11). Ja aos 20 dias apds a emergéncia com o uso do nitrato foram encontrados os maiores
valores de massa seca de nodulos. As cultivares foram diferentes significativamente nas duas
épocas de amostragem, com menor produgdo de massa de nédulos na cultivar Rio Tibagi em
relagdo a Ouro Negro (Tabela 11).

Tabela 11. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro massa seca de
nddulos (mg planta™!). Avaliacdes aos 10 e 20 dias apds a emergéncia. Experimento 2.

Epoca de coleta

10 DAE

Fonte de variacdo (FV) Tratamento MS nédulos (mg planta™)
Fonte de N N-NO5 0,195b
N-NH4* 0,529 a
N-NH4NO3 0,189 b
Cultivar Ouro Negro 0,495 a
Rio Tibagi 0,114b
Epoca de coleta 20 DAE
Fonte de variacdo (FV) Tratamento MS nédulos (mg planta™)
Fonte de N N-NO5 732 a
N-NH4* 437b
N-NH4NO3 3,82b
Cultivar Ouro Negro 6,95 a
Rio Tibagi 3,39 b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

36



Os dados das interagdes duplas para o pardmetro massa seca de ndédulos que foram
significativamente diferentes encontram-se na Tabela 12. Foi verificado aos 10 DAE que a
massa seca de nddulos das plantas crescidas com amonio foi estatisticamente diferente das
plantas com nitrato e nitrato de amonio no tratamento das plantas somente inoculadas. Assim
como aconteceu com o numero de nodulos, estas diferencas ndo podem ser explicadas visto
que estas plantas na verdade ndo receberam adubacdo nitrogenada. Nas demais interagdes
entre fonte de N x dose de N ndo foram encontradas diferengas entre as fontes de nitrogénio,
diferente do encontrado para o nimero de ndédulos na Tabela 6, onde foram encontradas
diferencas entre as fontes de nitrogénio na dose 15 e 30 kgN ha'.

Ainda nesta coleta, a interagdo cultivar x dose de nitrogénio a cultivar Ouro Negro
apresentou maior producdo nodular somente até a dosagem de 15 kgN ha’!, sendo nio
significativo nas dosagens superiores de nitrogénio. Foi observado na cultivar Ouro Negro
maior massa de nddulos na dose zero, sendo superior as doses de 15 e 30 kgN ha™! e nas doses
superiores ndo houve produgdo de nddulos. Na cultivar Rio Tibagi a produg@o de massa seca
de nédulos foi menor. Na intera¢do cultivar x fonte de nitrogénio foi verificado, ainda aos 10
dias apds a emergéncia, que a cultivar Ouro Negro apresentou maior massa de nédulos em
relacdo a Rio Tibagi em todas as fontes de nitrogénio testadas. Entre as fontes de nitrogénio
ndo foram observadas variagdes significativas na cultivar Rio Tibagi, ¢ na cultivar Ouro
Negro a fonte amonio foi diferente das outras fontes testadas (Tabela 12).

Na avaliacdo realizada aos 20 dias ap6s a emergéncia (Tabela 12) a interagdo fonte de
N x dose de N mostrou maior produgdo de massa seca de nodulos com o nitrato, seguida do
nitrato de amonio e por Ultimo o amdnio. Somente na dose de 15 kgN ha™! houve mesma
produg@o nodular com o uso do amoénio em relagdo ao nitrato. Com relacdo a interagdo
cultivar x dose de nitrogénio foram verificados os maiores valores na cultivar Ouro Negro em
relagdo a Rio Tibagi até a dose 60 kgN ha™!, nio sendo verificados efeitos significativos nas
doses superiores. Para a interacdo cultivar x fonte de N foi verificado que houve significancia
entre as cultivares em todas as fontes de nitrogénio, com a cultivar Ouro Negro superior a Rio
Tibagi. Entre as fontes de nitrogénio, com a aplicacdo de nitrato foram obtidos os maiores
valores de massa de nédulos em quando comparado as demais fontes de N em ambas as
cultivares.

37



Tabela 12. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o parametro massa

seca de nodulos (mg planta!). Avaliagdes 10 e 20 dias apds a emergéncia. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE

Fonte N / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
N-NOs" 0,999 b 0,132 a 0,039 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
N-NH,* 2,643 a 0,440 a 0,094 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
N-NH;NO; 0,866 b 0,250 a 0,021 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Cultivar / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
Ouro Negro 2356a 0512a 0,103 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Rio Tibagi 0,649 b 0,036 b 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Cultivar / fonte N N-NOs3” N-NH4* N-NH4NO;
Ouro Negro 0,332 Ba 0,842 Aa 0,311 Ba

Rio Tibagi 0,058 Ab 0,217 Ab 0,068 Ab
Epoca de coleta 20 DAE

Fonte N/ dose N (kg ha™") 0 15 30 60 120 240
N-NOs" 18,14 a 9,93 a 10,49 a 471a 0,66 a 0,00 a
N-NH,* 15,88 b 9,08 a 1,20¢ 0,08 ¢ 0,00 b 0,00 a
N-NH;NO; 15,72 b 1,79b 329 1,94 b 0,19 ab 0,00 a
Cultivar / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
Ouro Negro 21,12a 8,53 a 8,10 a 3,46 a 0,47 a 0,00 a
Rio Tibagi 12,03 b 534b 1,88 b 1,02b 0,09 a 0,00 a
Cultivar / fonte N N-NOs3” N-NH4* N-NH4NO;
Ouro Negro 9,57 Aa 5,73 Ba 5,54 Ba

Rio Tibagi 5,07 Ab 3,01 Bb 2,11 Bb

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
pH da rizosfera — experimento II

As variagcdes do pH da regido da rizosfera promovidas pelas fontes de nitrogénio
mineral, consideradas neste trabalho como uma das causas da inibicdo da nodulagdo das
plantas de feijao, foram avaliadas aos 10 e aos 20 dias apds a emergéncia. A Tabela 13 mostra
que na analise da variancia realizada na primeira época de amostragem todas as fontes de
variagdo isoladas foram significativas, assim como as interagdes fonte de N x dose de N ¢
cultivar x fonte de N. Na ANOVA da segunda coleta a fonte de variagdo cultivar ndo foi
significativa e todas as interagdes apresentaram significancia.

Os dados mostrados na Tabela 13 sdo originais, porém a analise da variancia foi feita
nos dados transformados por log de x nos dados de ambas as épocas de amostragem. Para as
doses de N foram observados valores de pH rizosférico muito proéximos em todas as
dosagens, com uma tendéncia geral de elevacdo do pH em fung@o do aumento das dosagens
(Tabela 13) em ambas cultivares e nas duas avaliagdes. Na segunda avaliacdo realizada aos 20
dias apos a emergéncia, o efeito das fontes e doses foram muito mais significativos, alterando
realmente o pH da rizosfera.
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Tabela 13. Média do pH da rizosfera de duas cultivares de feijoeiro crescido com diferentes
fontes e doses de nitrogénio e avaliado em diferentes épocas. Resultados da ANOVA (Pr > F)
realizada em dados transformados por Log de x. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE 20 DAE

Cultivares Ouro Negro Rio Tibagi Ouro Negro Rio Tibagi
Fonte de N N-NOy N-NH,* N-NH,NO; N-NO5 N-NH, N-NH.NO; N-NOy N-NH,* N-NH,NO; N-NOy N-NH, N-NH,NO;
Dose N (kg ha™)

0 6,33 6,28 6,31 6,31 6,28 6,27 4,41 4,24 4,24 4,36 4,35 4,37
15 6,46 6,35 6,41 6,52 6,20 6,17 4,99 4,08 4,28 4,77 4,01 4,39
30 6,49 6,23 6,51 6,50 6,24 6,15 4,99 4,09 4,45 4,98 4,06 4,21
60 6,45 6,19 6,49 6,48 6,22 6,21 5,33 3,95 4,29 5,62 3,97 4,16
120 6,55 6,18 6,48 6,60 6,15 6,21 5,74 3,81 4,28 5,95 3,77 4,11
240 6,66 6,11 6,26 6,69 6,06 6,21 5,98 3,62 4,26 6,45 3,54 4,38
Pr>F

Fonte N 0,0001 0,0001

Dose N 0,0309 0,0001

Cultivar 0,0001 NS

Fonte x dose 0,0001 0,0001

Cultivar x dose NS 0,0001

Cultivar x fonte 0,0001 0,0003

Fon. x dos. x cult. 0,0001 0,0001

CV% 0,579 1,6093

NS = Nao significativo.

A analise das médias das fontes de variag@o isoladas (Tabela 14) mostra que o nitrato
foi a fonte de N que promoveu os maiores valores de pH da rizosfera aos 10 DAE, diferente
estatisticamente das outras fontes amonio e nitrato de amonio, embora nido tenha havido
diferengas entre as duas ultimas fontes. Nesta interagcdo, os valores de pH da rizosfera da
cultivar Ouro Negro foram superiores estatisticamente dos valores obtidos na cultivar Rio
Tibagi. Aos 20 dias apds a emergéncia, as diferencas entre as fontes de nitrogénio foram mais
marcantes, com os maiores valores de pH verificados na fonte nitrato (pH 5,30) seguido pelo
nitrato de amonio (pH 4,28) e os menores valores obtidos com o uso do amonio, que gerou

como média geral do experimento o valor de pH igual a 3,96.
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Tabela 14. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro pH da rizosfera do
feijoeiro. Avaliagdes aos 10 e 20 dias apos a emergéncia. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE
Fonte de variacio (FV) Tratamento pH rizosfera
Fonte de N N-NO5 6,50 a
N-NH4* 6,21b
N-NH4NO; 6,13b
Cultivar Ouro Negro 6,37 a
Rio Tibagi 6,30 b
Epoca de coleta 20 DAE
Fonte de variacio (FV) Tratamento pH rizosfera
Fonte de N N-NO5 5,30 a
N-NH4* 3,96 ¢
N-NHsNO; 428 b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Na Tabela 15 estdo as interagdes significativas realizadas aos 10 DAE. Embora as
interagdes tenham sido significativas, nos desdobramentos dos fatores ndo foram verificados
efeitos estatisticamente significativos (Tabela 15). Para as amostragens feitas aos 20 DAE, no
desdobramento da interacdo entre fonte de N e cultivar foi verificado efeito significativo
apenas entre as fontes de nitrogénio, onde no nitrato ocorreram os maiores valores de pH em
relagdo as demais fontes. Pode ser observado que na dosagem de 30 kgN ha! de nitrato, que
foi onde foram encontrados os maiores nimeros de nddulos foi encontrado também o maior
valor de pH, significando efeito positivo do aumento do pH da rizosfera. Esta significancia
ocorreu quando se comparou o efeito da fonte de N dentro das duas cultivares avaliadas.

Na interagdo entre dose de N e cultivar ndo ocorreu nenhum efeito significativo entre
as variaveis. Na interacdo fonte de N x dose de N foram observadas diferengas significativas
do pH da rizosfera com o aumento das doses de nitrogénio fornecido somente na forma de
nitrato. Para mostrar o efeito biologico das doses de nitrogénio proveniente das fontes nitrato
e amonio sobre o pH rizosférico foram feitas analises de regressdo para cada uma destas fonte
de nitrogénio, em cada cultivar e em cada época de coleta (Tabela 16).
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Tabela 15. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o parametro pH da

rizosfera do feijoeiro. Avaliacdes 10 e 20 dias apds a emergéncia. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE

Fonte N / dose N (kg ha™") 0 15 30 60 120 240
N-NOy 632a 6,49 6,50 a 6474 6,58 6,68a
N-NH* 6,282 6,28 a 6,24 a 621a 6,17 a 6,092
N-NH:NO; 6294 6292 633a 635a 6,35a 6,242
Cultivar / fonte N N-NOs N-NH4" N-NH4NO:3
Ouro Negro 6,49 Aa 6,22 Aa 6,41 Aa

Rio Tibagi 6,52 Aa 6,19Aa 6,20 Aa

Epoca de coleta 20 DAE

Fonte N/ dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
N-NO3” 439a 4,88 a 4,99 a 5,48 a 5,85a 6,22 a
N-NH* 430a 4,05 a 4,08 b 3,96 b 379b 3,58b
N-NH:NO; 431a 4342 4,33 ab 423 b 420 b 432b
Cultivar / dose N (kg ha™) 0 15 30 60 120 240
Ouro Negro 430a 4452 451a 452a 4,61 a 4,62a
Rio Tibagi 436a 439 a 442 a 458 a 461 a 479 a
Cultivar / fonte N N-NOs N-NH4" N-NH4NO:3
Ouro Negro 5,24 Aa 3,97 Ba 4,30 Ba

Rio Tibagi 5.36 Aa 3,95 Ba 427 Ba

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Analises de regressiao para pH da rizosfera — experimento II

Analisando separadamente cada fonte de nitrogénio através de analises de regressdo,
isoladamente dentro de cada fonte de N, cultivar e época de coleta (Tabela 16), verificaram-se
em todos os casos alta significAncia estatistica na ANOVA (Pr > F) e valores de “R*”
superiores a 50% na coleta aos 10 dias ap6s a emergéncia ¢ maiores que 90% e 80%, para
nitrato e amonio, respectivamente, nas plantas coletadas aos 20 dias apds a emergéncia. Para
cada caso analisado foi selecionado o modelo de regressdo de melhor ajuste. Neste caso, o
modelo de regressao linear foi utilizado para a obtencdo do valor de pH rizosférico ocorrido
na dose de nivel critico do nitrogénio para inibicdo total da nodulagdo do feijoeiro obtido na
Tabela 9.

Os dados da Tabela 16 mostram que aos 10 DAE para ambas as cultivares as doses de
nivel critico (NC) das duas fontes de nitrogénio tiveram poucas diferencas entre si e causaram
pouca influéncia no pH da rizosfera, estando em todos os casos em valores superiores a 6,0.
Aos 20 dias ap6s a emergéncia foi verificado, nas duas cultivares, que a dose de nivel critico
de nitrato necessario para inibir a nodulagdo foi substancialmente superior a dose de nivel
critico para amonio.

Para a fonte nitrato a dose de nivel critico na cultivar Ouro Negro foi de 139 kgN ha™!
e na Rio Tibagi de 146 kgN ha™!, que proporcionaram valores de pH rizosférico de 5,59 e
5,91, respectivamente. Para a fonte amonio a dose de nivel critico na cultivar Ouro Negro foi
de 81 kgN ha! e na Rio Tibagi de 63 kgN ha’!, gerando valores de pH da rizosfera de 3,95 e
4,00, respectivamente. Embora as doses altas de ambas as fontes de N tenham inibido a
nodulacdo, o que sera discutido mais adiante, os resultados deste experimento sugerem a

41



existéncia de uma relacdo entre as variagdes de pH da rizosfera do feijoeiro, causada pela
fonte de nitrogénio mineral, e a inibi¢do da nodulagdo. Este fato foi ainda mais marcante na
avaliacdo feita aos 20 dias apos a emergéncia com o uso de amonio, cuja dose de inibi¢do
total da nodulagado foi também causadora de uma expressiva acidificacdo da rizosfera.

Tabela 16. pH rizosférico ocorrido na dose de N (NOs™ e NH4") de inibigdo total da nodulagdo
(nivel critico) em duas cultivares de feijoeiro avaliado em diferentes épocas. Andlises de
regressao realizadas em dados ndo transformados. Experimento 2.

Epoca de coleta 10 DAE

Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi

Fonte de N N-NO3” N-NH4* N-NOs~ N-NH4*
Equagiio da regressio y=00011x + 64054  y=-0,0008x+6,2864  y=0,0012x+ 64292 y=-0,0008x +6,2593
R (%) 60,74 60,77 5429 57,46

Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

pH na dose de NC do N de

inibi¢do da total da nodulagéo. 6,48 6,23 6,49 6,23

Dose de NC das fontes de N 64 kg ha'! 65 kg ha'! 49 kg ha™! 34 kg ha'!
Epoca de coleta 20 DAE

Cultivar Ouro Negro Rio Tibagi

Fonte de N N-NO3” N-NH4* N-NOs~ N-NH4*
Modelo da curva y=0,0057x +4,7999  y=-0,0024x+4,1468  y=0,0081x +4,7319  y=-0,0028x +4,1716
R (%) 94,72 82,62 97,60 84,17
ANOVA (Pr>F) 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

pH na dose de NC do N de

inibi¢do da total da nodulagéo. 3,59 3.95 391 4,00

Dose de NC das fontes de N 139 kg ha'! 81 kg ha'! 146 kg ha'! 63 kg ha'!

4.3. Experimento 3. Inibi¢io da nodulacio do feijoeiro cultivado em diferentes tipos de
solo: Parte I - Efeito do poder tampao do solo sem correcio da acidez; Parte II - Efeito
do poder tampio do solo com correcio da acidez.

Parte 1. Numero de nédulos — experimento III

Foi verificado que, assim como ocorreu na areia, nas plantas crescidas em solo na
avaliacdo aos 10 dias apds a emergéncia, foi observado a inibi¢do total da nodulacdo na dose
de 240 kgN ha'!, em ambos os tipos de solo e fontes de nitrogénio (Tabela 17). Neste
experimento, a analise da variancia mostrou que o Unico efeito estatisticamente significativo
foi verificado para a fonte de variagdo dose de N, ndo sendo significativas as interacdes
duplas e com apenas a interacdo tripla entre fonte x dose x solo, significativa. Isto pode
indicar que o efeito do poder tampao exercido pela argila e/ou outros elementos presente no
solo, como a matéria organica, obscurece o efeito da comparacdo entre fontes nesta fase
inicial de desenvolvimento de nédulos.
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O que ficou claro foi o efeito das doses de nitrogénio influenciando o niimero de
nodulos, que serd apresentada através de andlises de regressdo. Entretanto, nesta época de
avaliacdo, comparando as andlises de variancia deste experimento com as do experimento 2,
resultados das plantas crescidas somente no substrato areia (Tabela 4) com os obtidos com
solos (Tabela 17), verificou-se que eles foram completamente diferentes. No substrato areia,
aos 10 dias apos a emergéncia praticamente todos os efeitos das fontes de variacdo e as
interagdes entre elas foram altamente significativas.

Tabela 17. Média do nimero de ndédulos planta! de feijio crescido com diferentes fontes e
doses de nitrogénio e em dois tipos de solo. Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em
dados coletados aos 10 DAE e transformados por Vx+1. Experimento 3 (parte ).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila
Dose N (kg ha™) N-NOs N-NH4" N-NOs" N-NHs*
0 6 6 4 4
30 4 4 2 4
60 1 1 2 1
120 2 0 1 1
240 0 0 0 0
Pr>F

Fonte N NS

Dose N 0,0001

Solo NS

Fonte N x dose N NS

Fonte N x solo NS

Dose N x solo NS

Fon N x dose N x solo 0,0384

CV% 20,096

NS = Nao significativo.

Como no experimento 2 (em areia) foram feitas comparagdes entre resultados da
primeira e segunda coleta, no presente experimento, excepcionalmente para o pardmetro
numero de nodulos, os dados dos tratamentos controles do Ensaio II (20 DAE), de plantas
sem neutralizantes, foram analisados. A analise de varidncia destes dados demonstrou que
ocorreu diferenca estatisticamente significativa para as fontes de variacdo, com excegdo
apenas da interacdo entre fonte ¢ dose de nitrogénio (dados ndo tabelados). Estes resultados
sdo praticamente iguais aos da avaliagdo encontrados no experimento 2 nesta mesma época,
Ao desdobrar foi observado que ocorreu maior nimero de nédulos nas plantas crescendo no
solo com menor teor de argila.

Parte 1. Analise de regressio para numero de nddulos- experimento I1I

Na Tabela 18 estdo apresentados os dados das analises de regressdo para a variavel
dose de nitrogénio para as diferentes fontes nos dois tipos de solo testados. A Tabela mostra
os niveis criticos de cada fonte de N, que é a dose onde ocorreu a inibi¢do total da nodulag@o,
¢ a dose de nitrogénio de convivéncia com a nodulagdo. Nota-se que aos prevaleceu o modelo
linear (1* ordem) para explicar com alta significancia (Pr > F) a maioria dos efeitos das
dosagens na nodula¢do do feijoeiro, principalmente no solo com baixo teor de argila onde
também foram obtidos os maiores valores de “R?”. Para os dois tipos de solo o nitrato gerou
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doses de nivel critico superiores as doses obtidas com o amonio, sendo esta diferenca mais
expressiva no solo com baixo teor de argila.

A dose de convivéncia seguiu com tendéncias semelhantes as dos niveis criticos. No
solo com baixo teor de argila a dose de convivéncia para o aménio foi de 15 kgN ha™! e para o
nitrato foi de 44 kgN ha!, mostrando que, neste solo, 0 amdnio exerceu maior efeito inibidor
a nodulacdo. No solo com médio teor de argila, as diferengas entre as duas fontes de
nitrogénio foram menos marcantes, mostrando um possivel efeito do tamponamento pela
argila, encontrada em maior concentragdo neste solo. Os resultados aos 10 dias apds a
emergéncia deste experimento em solo diferenciaram-se expressivamente dos observados no
experimento em areia. Na areia, além de terem sido observadas menores doses de
convivéncia, foram também verificadas inexpressivas diferencas entre as fontes de nitrogénio.

Tabela 18. Obtengdo das doses de NO3™ e NH4" para a inibigdo total (nivel critico) e para a
reducdo de 20% da nodulagdo (dose de convivéncia) do feijoeiro crescido em diferentes tipos
de solo. Analises de regressdo realizadas em dados coletados aos 10 DAE e ndo
transformados. Experimento 3 (parte I).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila

Fonte de N N-NOs N-NHs" N-NOs3~ N-NHs*

Modelo d y=-0,019x y =0,0002x2 - y=-0,0135x + y=-0,0177x +
ocelo euva +4,2062  0,0829x + 5,9269 2,8188 3,2938

R? (%) 60,68 88,60 50,37 51,91

Pr>F 0,0005 0,0001 0,0005 0,0003

Dose de N para . . . .

nodulagio = zero. 218 kg ha! 91 kg ha'! 208 kg ha'! 186 kg ha'!

Dose de N para 44 kg ha'! 15 kg ha! 42 kg ha'! 38 kg ha'!

reducdo de 20% da nodulagéo.

Parte 1. Massa seca de nédulos — experimento 111

Na analise da varidncia para o atributo massa seca de nddulos de plantas de feijdo
coletadas aos 10 dias apos a emergéncia (Tabela 19) no Ensaio I, houve efeito significativo
apenas para as fontes de variacdo dose de nitrogé€nio e tipo de solos ¢ todas as interagdes entre
os fatores do experimento foram nao significativas.
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Tabela 19. Média da massa seca de nédulos (mg planta™!) do feijoeiro crescido com diferentes
fontes e doses de nitrogénio e em dois tipos de solo. Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada
em dados coletados aos 10 DAE e transformados por Vx+1. Experimento 3 (parte I).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila
Dose N (kg ha™) N-NOs~ N-NH4" N-NOs5" N-NH*
0 0,798 1,271 0,437 0,534
30 0,189 0,274 0,184 0,242
60 0,085 0,065 0,047 0,049
120 0,417 0,000 0,008 0,021
240 0,000 0,000 0,000 0,000
Pr>F

Fonte N NS

Dose N 0,0001

Solo 0,0354

Fonte N x dose N NS

Fonte N x solo NS

Dose N x solo NS

Fon N x dos N x solo NS

CV% 10,767

NS = Nao significativo.

Os resultados da Tabela 20 mostram que aos 10 dias ap6s a emergéncia para o fator
tipo de solo, que no solo com baixo teor de argila foram encontrados ndédulos com maior
massa seca do que no solo com médio teor de argila. O efeito da variavel dose de nitrogénio
sera analisado através de analises de regressao.

Tabela 20. Médias das fontes de variagdo significativas para o parametro massa seca de
nodulos (mg planta™!). Avaliagdo aos 10 DAE. Experimento 3 (parte I).

Epoca de coleta 10 DAE
Fonte de variacao (FV) Tratamento MS nédulos (mg planta™)
Tipo de solo Baixo teor de argila 0,310 a

Meédio teor de argila 0,152 b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
Parte L. pH da rizosfera — experimento 111

Na avaliacdo do pH da rizosfera do feijoeiro (Tabela 21) amostrado aos 10 dias apos a
emergéncia foram verificadas diferencas significativas para todas as fontes de variagdo
testadas, além das interagdes fonte ¢ dose de nitrogénio e fonte de nitrogénio e tipo de solo.
Estes resultados sdo semelhantes aos do experimento 2 com o substrato areia e, portanto, o
teor de argila ndo alterou os efeitos das fontes nitrogenadas na sua capacidade de modificar o
pH da rizosfera.
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Tabela 21. Médias do pH da rizosfera do feijoeiro crescido com diferentes fontes e doses de
nitrogénio e em dois tipos de solo. Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em dados
coletados aos 10 DAE e ndo transformados. Experimento 3 (parte I).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila
Dose N (kg ha™') N-NOs N-NH4 N-NOs N-NH,*
0 5,23 5,32 4,23 4,50
30 5,36 5,38 4,45 4,51
60 5,42 5,02 4,40 4,47
120 5,52 4,77 4,29 4,35
240 5,29 4,51 4,27 4,38
Pr>F

Fonte N 0,0332

Dose N 0,0141

Solo 0,0001

Fonte N x dose N 0,0158

Fonte N x solo 0,0001

Solo x dose N NS

Fon N x dos N x solo NS

CV% 5,315

NS = Nio significativo.

Para as médias das fontes de variagdo (Tabela 22) foi visto que o nitrato proporcionou
maiores valores de pH do que o amonio. O solo com baixo teor de argila apresentou valores
de pH da rizosfera significativamente maiores do que o solo com médio teor de argila.

Tabela 22. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro pH da rizosfera do
feijoeiro. Avaliacdao aos 10 DAE. Experimento 3 (parte I).

Epoca de coleta 10 DAE

Fonte de variacio (FV) Tratamento pH rizosfera

Fonte de N N-NO5 4,90 a
N-NH4* 4,70b

Tipo de solo Baixo teor de argila 5,18 a
Médio teor de argila 439b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

A interacdo entre fonte de N e dose de N ndo foi significativa (Tabela 23), embora
pela analise da probabilidade Pr > F (0,0158) ter sido encontrado diferenca significativa. Na
interacdo tipo de solo x fonte de N, ndo ocorreu efeito significativo da fonte de N, somente do
tipo de solo, sendo os maiores valores encontrados no solo com menor teor de argila.
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Tabela 23. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o parametro pH da
rizosfera do feijoeiro. Avaliagdo aos 10 DAE. Experimento 3 (parte I).

Fonte N / dose N (kg ha™) 0 30 60 120 240
N-NO3 4,73 a 491 a 491 a 491 a 4,78 a
N-NH4* 491a 4,95a 4,75 a 4,56 a 4,45a
Solo / fonte N N-NOs* N-NH,*

Baixo teor de argila 5,36 Aa 5,00 Aa

Médio teor de argila 4,33 Ab 4,44 Ab

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Parte 1. Analise de regressio para pH da rizosfera — experimento I11

Neste experimento apenas tiveram diferencas significas e elevado valor de “R®” no
solo com baixo teor de argila e com o uso de amdnio. Neste solo, a dose de NC para esta fonte
de nitrogénio foi de 91 kgN ha! (pH = 5,00) e para o nitrato a dose de NC foi de 218 kgN ha™!
(pH = 5,38), mostrando que, embora sem significancia da fonte nitrica, houve uma maior
tendéncia as plantas apresentarem uma maior sensibilidade ao amoénio. Neste tipo de solo
estas doses de nitrogénio inibiram a nodulagdo, porém ndo promoveram diferencas
expressivas entre si nos valores de pH rizosférico (Tabela 24).

No solo com baixo teor de argila o NC para o nitrato foi muito proximo ao verificado
no solo com médio teor de argila, porém o pH rizosférico foi superior. Para a fonte amdnio,
no solo com baixo teor de argila foi verificado maior valor de pH rizosférico e a dose de NC
sendo a metade da obtida no solo com médio teor de argila. No solo com médio teor de argila
a aplicacdo de amonio e nitrato em dosagens proximas proporcionou semelhantes valores de
pH rizosférico (4,29 e 4,39, respectivamente), mostrando um possivel efeito da argila em
tamponar o meio externo as raizes.

Comparando os dois tipos de solo, nota-se que para o nitrato a inibicdo da nodulacdo
ocorreu com praticamente a mesma quantidade de nitrogénio. No entanto, nesta quantidade de
nitrogé€nio e no solo com baixo teor de argila, o pH rizosférico foi superior ao obtido no solo
com médio teor de argila em mais de um ponto de pH, indicando que para esta fonte de
nitrogénio a inibi¢do da nodulacdo teve baixa relagdo com as variagdes de pH ocorridas da
rizosfera. No caso do amonio, no solo com médio teor de argila para ocorrer a inibi¢do da
nodulagdo inicial do feijoeiro foi necessaria a aplicacdo de uma quantidade de nitrogénio duas
vezes maior do que a aplicada no solo com baixo teor de argila, indicando um possivel efeito
do tamponamento em fungdo da concentracdo de argila sobre a inibicdo da nodulagdo inicial
do feijoeiro (Tabela 24). Como neste experimento foram usados solos ndo esterilizados, ¢
importante ainda, considerar a possibilidade de uma expressiva parte do amdnio aplicado estar
sendo convertida a nitrato por microorganismos nitrificadores.
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Tabela 24. pH rizosférico ocorrido na dose de N (NOs™ e NH4") de inibigdo total da nodulagdo
(nivel critico) do feijoeiro crescido em diferentes tipos de solo. Andlises de regressao
realizadas em dados coletados aos 10 DAE e nao transformados. Experimento 3 (parte I).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila

Fonte de N N-NOs~ N-NH4* N-NOs” N-NH4*
y=0,0001x Y =-0,0037x  y=-0,0003x + y=-0,0006x +

Modelo da curva +5,3552 +5,3345 4,3567 4,5021

R? (%) 4,15 72,87 5,43 5,72

Pr>F NS 0,0001 NS NS

pH na dose de NC do N de inibi¢do

da total da nodulagdo. 3,38 3,00 4,29 4,39

Dose de NC das fontes de N 218 kg ha'! 91 kg ha’! 208 kg ha! 186 kg ha!

Parte II. Numero de nédulos — experimento I11

Este ensaio foi realizado apos verificar que ocorreu um baixo nimero de nédulos no
Ensaio I, sendo uma das causas provaveis os baixos valores de pH rizosférico ocorrido nestes
solos que ndo tinham sido corrigidos. Portanto, com o objetivo de verificar se a corregdo do
solo alteraria esta possivel causa o Ensaio II foi instalado, utilizando calcario dolomitico e o
p6 da alga Lithothamnium, sendo estas plantas coletadas apenas aos 20 dias apos a
emergéncia.

Nos dados do numero de nddulos por planta obtidos aos 20 dias ap6s a emergéncia foi
realizada a andlise variancia, que gerou os valores de Pr > F contidos na Tabela 25. Nela pode
ser observado que ocorreram efeitos significativos para todas as fontes de variagdo analisadas
isoladamente (fonte de N, dose de N, tipo de solo e tipo de neutralizante de acidez).
Ocorreram interagdes duplas que foram significativas como, por exemplo, entre tipo de solo e
fonte de nitrogénio e entre tipo de solo e dose de nitrogénio e também tripla entre fonte N x
dose N x solo. Apesar de ndo terem sidos apresentados neste trabalho, nesta primeira forma de
apresentacdo dos resultados pode ocorrer até interacdo quadrupla (fonte N x dose N x solo x
corretivos). Isto pode dificultar o entendimento biologico, pois ¢ dificil comparar os efeitos
somados referentes aos diferentes tipos de solo, além dos outros fatores. Embora sabendo
disso, os efeitos significativos (Pr > F) das fontes de variagdo isoladas ¢ os desdobramentos
das interacdes significativas estdo apresentados a diante. Optou-se por analisar o efeito das
dosagens de nitrogénio utilizando analises de regressao.
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Tabela 25. Média do nimero de nodulos planta™ de feijdo crescido com diferentes fontes e doses de N, neutralizantes de acidez e tipos de solo.
Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em dados coletados aos 20 DAE e transformados por Vx+1. Experimento 3 (parte IT).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila

Fonte de N N-NOy N-NH4* N-NO5" N-NH4*

Dose N ( Kg ha™) Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario
0 17 22 18 19 21 17 16 20 16 15 19 15
30 16 19 15 20 30 24 14 17 13 7 11 8
60 5 18 10 8 12 8 3 6 4
120 3 6 6 2 1 3 3 0 3 0
240 0 3 1 0 2 0 0 2 1 0 2 0
Pr>F

Fonte N 0,0225

Dose N 0,0001

Neutralizante 0,0001

Tipo de solo 0,0001

Fonte x dose NS

Fonte x neutralz. NS

Solo x fonte N 0,0001

Dose x neutraliz. NS

Solo x dose N 0,0001

Neutraliz. x solo NS

Fon x dos x neutr NS

Fon x dos x solo 0,0001

Fon x solo x neut NS

Dos x solo x neut NS

CV% 13,931

NS= Nao significativo.
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Verifica-se na Tabela 26, avaliacdo das fontes de varia¢do isoladas, que entre as fontes
de nitrogénio houve maior nimero de nddulos em plantas supridas com o nitrato, fonte que
eleva o pH rizosférico, em relagdo as plantas crescidas com aménio, que promove a
acidificacdo da rizosfera. Comparando os neutralizantes, a Tabela 26 mostra que no
tratamento com a alga Lithothamnium foi verificada a maior taxa de nodulagdo em relagdo
aos demais tratamentos (com calcario e sem neutralizante). Entre os dois tipos de solo foi
verificada a maior nodulagdo no solo com baixo teor de argila em relagdo a ao solo com teor
médio de argila.

Tabela 26. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro niimero de nddulos
planta! de feijio. Avaliacdo realizada aos 20 DAE. Experimento 3 (parte II).

Epoca de coleta 20 DAE

Fonte de variacao (FV) Tratamento N° nédulos planta™

Fonte de N N-NOj3 9a
N-NH4" 8b

Neutralizante Controle 8b
Lithothamnium 12a
Calcario 8b

Fonte de N Baixo teor de argila 11a
Médio teor de argila 8b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Na avaliacdo dos desdobramentos das interagOes significativas da Tabela 27, foi
verificado no solo com baixo teor de argila que o nimero de nédulos das plantas crescidas
com amonio foi estatisticamente superior ao das plantas crescidas com a fonte nitrato. No solo
com maior teor de argila isto ocorreu ao contrario, ou seja, o maior nimero de nodulos foi
encontrado com nitrato. Na interag@o tipo de solo e dose de N, no solo com baixo teor de
argila ocorreu maior nodulagdo em relagdo ao solo com médio teor de argila somente dentro
das doses de zero, 30 e 120 kgN ha''. O efeito da varidvel dose de nitrogénio serd apresentado
na Tabela 28, em seguida, através das analises de regressdo.
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Tabela 27. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o pardmetro nimero de nodulos planta de feijio. Avaliacdes
realizadas aos 20 dias apds a emergéncia. Experimento 3 (parte II).

Tipo de solo / fonte N N-NO»# N-NH4"

Baixo teor de argila 9 Ba 12 Aa

Médio teor de argila 9 Aa 6 Bb

Tipo de solo / dose de N 0 30 60 120 240
Baixo teor de argila 19a 2l a 8a 4a la
Médio teor de argila 17b 12b 7a 2b la

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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Parte II. Analise de regressiao para niimero de ndédulos — experimento I11

A Tabela 28 mostra na avaliag¢do feita aos 20 dias ap6s a emergéncia ¢ com a inclusio
da variavel neutralizante de acidez, que todas as curvas de dosagem apresentaram
significancia no teste F (Pr > F), nos modelos de regressdao de melhor ajuste. Isto indica que
em todos os casos analisados houve efeito significativo da dose de nitrogénio, sendo pelo
menos uma dose diferente das demais com relagdo ao efeito na nodulagdo do feijoeiro. Os
resultados da Tabela 28 mostram que predominaram os modelos polinomiais de 2% e 3* ordem
e valores “R?” superiores a 80%.

Analisando as diferencas entre os solos, comparando os resultados obtidos em cada
fonte de nitrogénio e cada neutralizante, verifica-se que no solo com médio teor de argila os
valores de nivel critico do nitrogénio foram obtidos em doses mais baixas do que no solo com
baixo teor de argila. Entre as fontes de nitrogénio ndo foram observadas diferencas
expressivas. Em relacdo aos neutralizantes foi verificado que na auséncia dos mesmos o nivel
critico do nitrogénio foi mais baixo, o efeito neutralizante da alga lithothamnium
proporcionou os maiores valores de NC em relagdo aos efeitos exercidos pelo calcéario, em
todas as curvas analisadas.

Neste experimento, foram obtidos valores de nivel critico do nitrogénio, para a
inibigdo total da nodulac@o, superiores aos observados no experimento 2, realizado em areia
(Tabela 7). Para a mesma cultivar testada em ambos os experimentos (Ouro Negro), no
experimento em areia aos 20 dias apds a emergéncia as plantas de feijao apresentaram NC de
139 kgN ha'! para o nitrato e de 81 kgN ha™! para o amodnio (Tabela 7). No experimento em
solo predominou a dose de NC para o nitrato em valores acima de 200 kgN ha™! e para o
amodnio em valores acima de 100 kgN ha™! (Tabela 28).

No solo com médio teor de argila houve uma ligeira tendéncia em serem obtidas as
maiores doses de convivéncia com o uso da fonte nitrato, com dosagens na ordem de 24 kgN
ha!, em relagdo ao uso da fonte amonio, onde foram encontrados valores proximos a 16 kgN
ha'!. Entre os diferentes tipos de neutralizantes da acidez do solo ndo foram observadas
diferengas expressivas. No solo com baixo teor de argila, com o uso da fonte de nitrogénio
nitrato a maior dose de convivéncia ocorreu no tratamento sem neutralizante de acidez e ndo
houve diferenca entre os produtos alcalinizantes. J& na fonte amoniacal as doses de
convivéncia mais elevadas foram obtidas na presenca dos neutralizantes de acidez, com
destaque para o calcério dolomitico.

Avaliando o efeito da textura do solo na magnitude das doses de convivéncia com a
nodulagdo (Tabela 28), verificou-se que no solo arenoso houve a possibilidade de se obter
maiores niveis de nitrogénio para causar a reducdo de 20% da nodulacdo. Isto se concretiza ao
analisar apenas os tratamentos controle, sem neutralizante, sendo observadas diferencas ainda
mais evidentes com o uso do nitrato como fonte de nitrogénio. Outro efeito interessante
ocorreu entre as fontes de N e entre os neutralizantes no solo com baixo teor de argila. Com o
uso da fonte de nitrogénio que alcalinizou a rizosfera (nitrato) a maior dose de convivéncia foi
encontrada no tratamento sem neutralizante (controle). Somente quando se utilizou a fonte de
nitrogénio que acidifica a rizosfera (amonio) foi verificado efeito benéfico dos neutralizantes,
possibilitando a obtengdo de doses de convivéncia do nitrogénio superiores a dose ocorrida no
tratamento controle.
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Tabela 28. Obtengio das doses de NOs™ ¢ NH4" para a inibigdo total (nivel critico) e para a redugdo de 20% da nodulagéo (dose de convivéncia)
do feijoeiro crescido em diferentes tipos de solo e neutralizantes de acidez. Analises de regressdo realizadas em dados coletados aos 20 DAE e

ndo transformados. Experimento 3 (parte II).

Baixo teor de argila

Médio teor de argila

Tipos de solo
Fontes N N-NOs N-NH4" N-NOs N-NH4"
Neutralizante Controle Lithotham Calcario Controle Lithotham Calcario Controle Lithotham Calcario Controle Lithotham Calcario
y= y= y= y= y= y= y= y= y= y= y= y=
-0,0712x -0,000002x° - 0,000002x° 0,0007x? 0,0003x? -0,089x 0,000003x* 0,0005x* 0,0004x* 0,0006x* 0,0006x* 0,0006x*
Modelo da curva + 14,812 +0,0011x* +0,0013x? -0,256x -0,1722x + 18,506 - 0,0004x* -0,1944x -0,1583x -0,1904x -0,2113x - 0,1943x
-0,2618x -0,2707x +21,315 + 26,685 -0,1177x +21,108 + 16,188 + 13,458 + 17,904 + 14,238
+ 23,398 + 18,551 + 16,898
R? (%) 83,00 78,65 90,79 80,97 81,11 70,90 93,12 69,31 75,27 89,85 92,60 94,21
Pr>F 0,0006 0,0007 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Dose de N para -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
nodulagio = zero. 208 kg ha 225 kg ha 309 kg ha 128 kg ha 284 kg ha 207 kg ha 164 kg ha 218 kg ha 196 kg ha 106 kg ha 222 kg ha 112 kg ha
Dose de N para
redugdo de 20% 41 kgha! 19 kg ha'! 16 kg ha™! 18 kg ha™! 33 kg ha'! 41 kgha'! 27 kg ha™! 23 kg ha'! 22 kg ha'! 15 kg ha™ 18 kg ha! 16 kg ha'!
da nodulaco.
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Parte II. Massa seca de nodulos — experimento 111

A andlise da variancia da Tabela 29, onde as plantas foram coletadas aos 20 dias apds
a emergéncia, indica que todas as fontes exerceram efeitos significativos estatisticamente no
peso de nodulos, exceto a fonte de nitrogénio que ndo exerceu efeito sobre este parametro. As
interacdes duplas foram todas significativas estatisticamente, com excegdo da interagdo fonte
de nitrogénio e dose deste elemento. As Unicas interagdes triplas significativas foram fonte x
dose x neutralizante e fonte x dose x solo.
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Tabela 29. Média da massa seca de nodulos (mg planta™) do feijoeiro crescido com diferentes fontes e doses de N, neutralizantes de acidez e
tipos de solo. Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em dados coletados aos 20 DAE e transformados por Vx+1. Experimento 3 (parte II).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila

Fonte de N N-NOs" N-NH,* N-NO;3 N-NH,*

Dose N ( Kg ha™) Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario
0 1,355 2,538 1,748 2,015 2,695 1,623 1,468 2,660 1,638 1,578 2,462 1,728
30 1,570 2,328 1,455 1,727 3,472 2,650 1,065 2,285 1,230 0,697 1,582 0,973
60 0,413 1,252 0,277 0,227 2,575 1,213 0,763 1,790 0,635 0,135 0,710 1,190
120 0,125 0,690 0,105 0,068 0,695 0,115 0,053 0,335 0,190 0,000 0,200 0,000
240 0,000 0,200 0,020 0,000 0,082 0,000 0,000 0,107 0,025 0,000 0,078 0,000
Pr>F

Fonte N NS

Dose N 0,0001

Neutralizante 0,0001

Tipo de solo 0,0001

Fonte x dose NS

Fonte x neutralz. 0,0490

Solo x fonte N 0,0001

Neutraliz. x Dose 0,0001

Dose x solo 0,0001

Neutraliz. x solo 0,0340

Fon x dos x neutr 0,0013

Fon x dos x solo 0,0001

Fon x solo x neut NS

Dos x solo x neut NS

CV% 8,684

NS = Néo significativo
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Na andlise das fontes de variacdo significativas (Tabela 30) foi verificada nodulagao
significativamente superior no solo com baixo teor de argila em relagdo ao com médio teor de
argila. Comparando os neutralizantes foi verificada maior produ¢do de massa nodular em
plantas crescidas com a alga em relag@o ao tratamento controle e ao tratamento com calcario,
sendo este também superior ao controle.

Tabela 30. Médias das fontes de variagdo significativas para o parametro massa seca de
nddulos do feijoeiro (mg planta!). Avaliagio realizada aos 20 DAE. Experimento 3 (parte II).

Epoca de coleta 20 DAE
Fonte de variacdo (FV) Tratamento MS nédulos (mg planta™)
Neutralizante Controle 0,633 ¢
Lithothamnium 1,437 a
Calcério 0,841 b
Fonte de N Baixo teor de argila 1,108 a
Meédio teor de argila 0,853 b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

No desdobramento da interagcdo entre tipo de solo e fonte de nitrogénio (Tabela 31) foi
verificado efeito significativo somente quando se comparou o efeito do tipo de solo dentro da
fonte amoniacal, sendo a maior de produgdo nodular no solo com menor teor de argila. Entre
os fatores tipo de solo e dose de nitrogénio so ocorreram diferencas na dose de 30 kgN ha™!,
onde a nodulagdo foi maior no solo com baixo teor de argila. Na intera¢do tipo de solo x
neutralizante ndo foi encontrado efeito significativo do fator solo em todos os neutralizantes,
porém foi verificado efeito significativo dos neutralizantes com maior produgdo de massa
seca de nodulos com o uso do Lithothamnium em relagdo aos demais tratamentos. Na
interacdo entre neutralizante e dose de N, s6 ocorreram diferengas entre os corretivos quando
ndo foi aplicado nitrogénio no solo.
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Tabela 31. Médias dos desdobramentos das interacdes significativas para o parametro massa seca de nodulos do feijoeiro (mg plantal).
AvaliacGes realizadas aos 20 dias apds a emergéncia. Experimento 3 (parte II).

Tipo de solo / fonte N N-NOs N-NH4"

Baixo teor de argila 0,938 Aa 1,277 Aa

Médio teor de argila 0,950 Aa 0,756 Ab

Tipo de solo / dose de N 0 30 60 120 240
Baixo teor de argila 1,996 a 2,200 a 0,993 a 0,300 a 0,050 a
Médio teor de argila 1,922 a 1,305b 0,871 a 0,130 a 0,035a
Tipo de solo / neutralizante Sem neutralizante Lithothamnium Calcario

Baixo teor de argila 0,750 Ba 1,653 Aa 0,921 Ba

Médio teor de argila 0,576 Ba 1,221 Aa 0,761 ABa

Fonte N / neutralizante Sem neutralizante Lithothamnium Calcario

N-NO;" 0,681 Ba 1,419 Aa 0,732 Ba

N-NH,* 0,645 Ba 1,455 Aa 0,949 ABa
Neutralizante / dose N 0 30 60 120 240
Sem neutralizante 1,604 b 1,265 b 0,385b 0,062 a 0,000 a
Lithothamnium 2,589 a 2,417 a 1,582 a 0,480 a 0,117 a
Calcario 1,684 b 1,577 ab 0,829 ab 0,103 a 0,011a

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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Parte II. pH da rizosfera — experimento I1I

Para o feijoeiro coletado aos 20 dias apds a emergéncia, os dados da andlise da
variancia (Tabela 32) indicam que todas as fontes de variacdo (isoladas) foram
estatisticamente significativas. As interacdes duplas significativas na andlise da variancia
ocorreram foram fonte de N x dose de N, fonte de N x solo, e dose de N x solo. A unica
interagdo tripla significativa foi entre fonte N x dose N x solo.
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Tabela 32. Médias do pH da rizosfera do feijoeiro crescido com diferentes fontes e doses de N, neutralizantes de acidez e tipos de solo.
Resultados da ANOVA (Pr> F) realizada em dados coletados aos 20 DAE e transformados por Log de x. Experimento 3 (parte II).

Tipo de solo Baixo teor de argila Médio teor de argila

Fonte de N N-NOs- N-NH4* N-NOs- N-NH,*

Dose N ( Kg ha™) Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario Controle Lithothamnium Calcario
0 5,49 5,38 5,47 5,36 5,52 5,68 4,37 4,60 4,30 4,44 4,57 4,32
30 5,30 5,66 5,57 5,06 5,25 5,17 4,40 4,53 4,47 4,42 4,46 4,33
60 5,68 5,79 5,83 5,11 5,45 5,15 4,49 4,70 4,55 4,16 4,43 4,23
120 5,97 5,99 6,19 4,70 4,90 4,59 4,66 4,84 4,65 4,15 4,41 4,20
240 6,10 6,23 6,04 4,14 4,57 4,09 4,69 4,81 4,73 4,11 4,39 4,20
Pr>F

Fonte N 0,0001

Dose N 0,0024

Neutralizante 0,0001

Tipo de solo 0,0001

Fonte x dose N 0,0001

Fonte x neutralz NS

Solo x fonte N 0,0001

Dose x neutraliz. NS

Solo x dose N 0,0001

Neutraliz. x solo NS

Fon x dos X neutr NS

Fon x dos x solo 0,0001

Fon x solo x neut NS

Dos x solo x neut NS

CV% 2,632

NS = Nao significativo
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Os dados da Tabela 33, para as fontes de variagdo isoladas que foram estatisticamente
significativas, mostrou que a fonte nitrato foi a que mais elevou o pH rizosférico. Com relagdo
aos neutralizantes, os valores de pH da regido rizosférica obtidos com o uso do lithothamnium
foram estatisticamente superiores aos dos tratamentos controle e com calcario. Para o efeito
do tipo de solo, os menores valores do pH da rizosfera foram encontrados no solo com maior
teor de argila.

Tabela 33. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro pH da rizosfera do
feijoeiro. Avaliacdo realizada aos 20 DAE. Experimento 3 (parte II).

Epoca de coleta 20 DAE

Fonte de variacio (FV) Tratamento pH rizosfera

Fonte de N N-NO;5 5,18a
N-NH4* 4,65Db

Neutralizante Controle 4,841
Lithothamnium 5,02 a
Calcério 4,89 b

Fonte de N Baixo teor de argila 5,38a
Meédio teor de argila 4,45b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

Nos desdobramentos das interagdes (Tabela 34) foi verificado que na interagdo fonte de
nitrogénio x doses de nitrogénio ndo foram obtidas diferengas estatisticamente significativas
dentro de cada dose de nitrogénio, 0 mesmo ocorreu para a interagdo tipo de solo x dose de N.
Entre tipo de solo x fonte de nitrogénio, observou-se que para ambos os tipos de solo foram
encontrados os maiores valores de pH para a plantas crescendo com nitrato. Em ambas as
fontes de nitrogénio os maiores valores de pH foram obtidos no solo com menor teor de
argila.
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Tabela 34. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o pardmetro pH da rizosfera do feijoeiro. Avaliagdes realizadas aos 20

dias apos a emergéncia. Experimento 3 (parte II).

Fonte N / dose N 0 30 60 120 240
N-NOs” 494 a 4,99 a 5,17 a 5,38 a 5,43 a
N-NH," 4,98 Aa 4,78 4,76 a 4,49 a 4,25 a
Tipo de solo / fonte de N N-NOs N-NH4*

Baixo teor de argila 5,78 Aa 4,98 Ba

Médio teor de argila 4,59 Ab 4,32 Bb

Tipo de solo / dose N 0 30 60 120 240
Baixo teor de argila 5,48 a 5,34 a 5,50a 5,39a 5,20 a
Médio teor de argila 443 a 444 a 443 a 449 a 4,49 a

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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Parte II. Analise de regressiao para pH da rizosfera — experimento II1

Na Tabela 35 estdo as analises de regressdo para a determinagdo do valor de pH da
rizosfera na dose de NC de inibigdo da nodulagéo inicial do feijoeiro cultivado em solos com
diferentes teores de argila, onde em todos os casos o modelo linear foi o de melhor ajuste com
valores de probabilidade (Pr > F), da analise da varidncia na regressdo, altamente
significativos. Nos tratamentos controle (sem neutralizantes) em ambos os tipos de solo, o
amoénio inibiu a nodulacdo com dose inferior a do nitrato e gerou maior acidificacdo na
rizosfera, assim como ocorrido no experimento 2.

Nota-se na Tabela 35 que no solo com baixo teor de argila, com uso do nitrato os
maiores valores de NC ocorreram com os neutralizantes em relagdo ao controle, com destaque
para o calcdrio, sendo nestes tratamentos também observados os maiores valores de pH
gerados na dose de NC. Neste mesmo tipo de solo o NC do amonio foi superior nos
tratamentos com corretivos, principalmente com a alga Lithothamnium, em relagdo ao
tratamento controle, cuja menor dose de NC gerou a menor acidificagdo da rizosfera. No solo
com médio teor de argila observou-se que para nitrato e amonio no tratamento com a alga
lithothamnium foram observados os maiores valores de NC para inibigdo da nodulagido do
feijoeiro, bem como os maiores valores de pH da rizosfera (Tabela 35).
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Tabela 35. pH rizosférico ocorrido na dose de N (NOs™ ¢ NH4") de inibigdo total da nodulagéo (nivel critico) do feijoeiro crescido com diferentes

fontes e doses de N, neutralizantes de acidez e tipos de solo. Analises de regressdo realizadas em dados coletados aos 10 DAE e ndo
transformados. Experimento 3 (parte II).

Tipos de solo

Baixo teor de argila

Médio teor de argila

Fontes N N-NOs N-NH4" N-NOs N-NH4"

Neutralizante Controle Lithotham Calcario Controle Lithotham Calcario Controle Lithotham Calcario Controle Lithotham Calcario
Equagdo da y=10,0031x y=10,0033x y=10,0025x y =-0,0049x y =-0,004x y=-0,0062x y=0,0014x y=10,0011x y=0,0016x y=-0,0014x y=-0,0006x y =-0,0006x
regressio +5,4326 +5,5213 +5,5938 +5,3211 +5,4988 +5,499 +4,3964 +4,601 +4,3989 +43818 +4,5064 +4,3106
R? (%) 43,71 74,52 66.05 83,63 50,29 91,47 49,18 49,13 76,37 69,22 25,61 39,21
Pr>F 0,0015 0,0001 0,0001 0,0001 0,0005 0,0001 0,0006 0,0006 0,0001 0,0001 0,0228 0,0031
pH na dose de NC

do N de inibi¢do 6,08 6,26 6,37 4,69 4,36 4,22 4,63 4,84 4,50 4,23 4,37 4,24
total da nodulagdo

EO‘E;:Z;;I Eazr:ro 208kgha!  225kgha’  309kgha!  128kgha'  284kgha'!  207kgha' 164kgha' 218kgha'  196kgha' 106 kgha' 222kg ha'! 112 kg ha'!
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4.4. Experimento 4. Libera¢io de OH/H" na Solu¢io Nutritiva Proveniente do
Metabolismo de Nitrogénio Aplicado Via Foliar aos 4 DAE

Os valores de F na andlise da variancia (Pr > F) foram significativos para todas as
variaveis envolvidas neste experimento e a interagdo entre elas (Tabela 36). Os fatores deste
estudo foram fontes de nitrogénio e tempos de leitura do pH da solugdo nutritiva apos a
aplicacdo do nitrogénio via foliar. Verificou-se (Tabela 36) uma queda gradativa do pH da
solucdo nutritiva em fungdo do tempo, independente da fonte de nitrogénio. Na média geral
das fontes de nitrogénio aplicadas na folha do feijoeiro ¢ possivel notar que o nitrato foi a
fonte que proporcionou os maiores valores de pH da solucdo nutritiva, seguido
seqiiencialmente do nitrato de amonio, uréia (CO(NH2)2), amonio e por fim o tratamento sem
nitrogénio, que mais acidificou a solugdo nutritiva.

Na analise da variavel fonte de nitrogénio, observa-se que no primeiro periodo apos a
aplicacdo do nitrogénio (14 horas) ndo houve diferenca significativa entre as fontes de N.
Com 24 horas houve a verificagdo dos maiores valores de pH com uso do nitrato em relac@o
as demais fontes de N. A partir de 40 horas apds a aplicacdo iniciou a formagao de trés grupos
de valores de pH, com os maiores valores para o tratamentos com o NQOj, valores
intermedidrios de pH nos tratamentos com nitrato de amonio, uréia ¢ amonio ¢ 0s menores
valores de pH no tratamentos sem nitrogénio. Nas medigdes realizadas 88 e 112 horas apds a
aplicagdo do nitrogénio foliar o tratamento com NH4' teve o valor de pH inferior aos
tratamentos com nitrato de amonio e uréia. O nitrato permaneceu proporcionando os maiores
valores de pH e a testemunha sem nitrogénio os menores valores até a ultima leitura com 280
horas ap6s a adubacdo com N, indicando que quando ndo suprida com nitrogénio a planta
comega a acidificar o meio externo as raizes. No tempo de 280 horas as plantas com nitrato de
amoénio, uréia e amoOnio proporcionaram valores de pH da solucdo sem diferengas
significativas.

Com relac@o a variavel “tempo apos a aplicagdo do nitrogénio” nota-se na Tabela 36
que para todas as fontes de nitrogénio e também para o tratamento sem nitrogénio a mesma
tendéncia existente na média geral para o fator pH, ou seja, do decréscimo progressivo do pH
da solucdo ao longo do tempo até a tltima leitura realizada com 280 horas apés a aplicagdo do
nitrogénio. Apos 10 horas apos aplicagdo de nitrogénio os pH(s) da solugdo comecaram a
alterar.
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Tabela 36. Variacdo do pH da solu¢do nutritiva do feijoeiro devido ao efeito de diferentes fontes de nitrogénio via foliar e do tempo apos a
aplicac@o. Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em dados ndo transformados. Experimento 4.

Horas apés aplicacio de nitrogénio via foliar

Médi 1

Fonte de N 14 24 40 64 88 112 136 160 280 edia gera
Fonte N

Sem N 541 Aa 4,78 Bb 4,58 BCc 424 CDd 3,97 DEd 3,82 DEFd 3,55 EFGd 3,47 FGd 3,21 Ge 4,11e
NOy 5,65 Aa 5,41 Aba 5,42 ABa 5,40 ABa 5,42 ABa 5,34 ABa 5,25 ABCa 521 BCa 4,83 Ca 5,32a
NH4* 5,28 Aa 4,78 Bb 4,73 BCbc 4,57 BCDcd 4,46 BCDEc 4,31 CDEc 4,21 DEc 4,07 EFc 3,71 Fb 446d
NH4NOs 5,38 Aa 5,02 ABb 4,90 ABb 4,90 ABb 4,90 ABb 4,80 Bb 4,71 Bb 4,61 Bb 3,94 Cb 482b
CO(NHy) 5,34 Aa 4,91 ABb 4,83 BCbe 4,74 BCDbc 4,56 BCDEc 4,42 CDEFc 4,38 DEFbc 4,28 EFbc 4,05 Fb 4,61c
Pr>F
Fonte de N 0,0001
Tempo (T) 0,0001
FonteNx T 0,0001
CV% 4,224

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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4.5 Experimento 5. Liberacio de OH/H"* na Rizosfera e Nodula¢io do Feijoeiro Suprido
com Nitrogénio Aplicado Via Foliar aos 4 e 6 DAE — Cultivo em Areia

Neste experimento as plantas de feijio também foram supridas com nitrogénio via
foliar utilizando-se as mesmas fontes de N, porém, neste caso, com o cultivo em areia. O uso
deste meio teve o objetivo de verificar a nodulagdo do feijoeiro na coleta aos 10 dias apds a
emergéncia onde também foi avaliado o pH rizosférico. A Tabela 37 mostra que na analise da
variancia houve significancia para ambos os parametros avaliados.

O amonio foi a fonte que proporcionou a maior acidez na rizosfera, com o valor
significativamente inferior aos obtidos nas demais fontes de nitrogénio e das plantas sem
nitrogénio. A uréia e o nitrato de amonio foram as fontes de nitrogénio intermediarias no
processo de acidificagdo da rizosfera do feijoeiro. A rizosfera das plantas sem nitrogénio
tiveram valores de pH semelhantes estatisticamente ao das plantas crescidas com nitrato de
améOnio e superior aos das plantas crescidas com a uréia. Assim como verificado no
experimento em solu¢do nutritiva, na areia foram também observados valores estatisticamente
superiores de pH na rizosfera das plantas que receberam o nitrato em relagdo as demais fontes
testadas (Tabela 37).

Quanto a nodulagdo, representada pelo niimero de nodulos planta!, os menores indices
foram verificados nas plantas que receberam o amoénio, uréia e nitrato de amonio, ndo
havendo diferencas estatisticamente significas entre estas fontes amoniacais. Este ¢ um forte
indicio do efeito do H' liberado na rizosfera pelo feijoeiro devido ao metabolismo destas
fontes de nitrogénio, reduzindo a coloniza¢do da rizosfera pelo rizdébio. Em plantas crescidas
com nitrato houve superioridade na nodulagdo das plantas quando comparadas as plantas
adubadas com demais fontes minerais de nitrogénio, porém estas plantas tiveram a nodulacdo
inferior as das plantas sem nitrogénio mineral, dependentes apenas da fonte atmosférica (N2).
Os resultados deste experimento (Tabela 37) mostram a existéncia de uma relagdo proxima
entre o processo de inibicdo da nodulagdo das plantas de feijdo e as modificagcdes do pH da
rizosfera afetada pelo metabolismo do nitrogénio, onde neste caso, destaca-se a influéncia da
acidificacdo devido ao efeito do metabolismo do amoénio sobre o processo de nodulagdo do
feijoeiro.

Tabela 37. Médias do niimero de nédulos planta™ e do pH da rizosfera do feijoeiro devido ao
efeito de diferentes fontes de nitrogénio via foliar. Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada

em dados coletados aos 10 DAE, transformados por vx + 1 para nimero de nddulos e ndo
transformados para pH rizosférico. Experimento 5.

Fontes de N pH da rizosfera N° de nédulos
Sem N 4,80 ab 35a
N-NO; 5,03a 27b
N-NH, 4,15d l4¢
N-NH,NO; 4,71 be 19¢
N-CO(NH,), (uréia) 4,46 ¢ 17¢
Pr>F 0,0001 0,0001
CV% 2,816 16,096

Médias seguidas de letras minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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4.6. Experimento 6. Influéncia da presenca de um inibidor da bomba de protons - Efeito
das fontes nitrogenadas no pH da rizosfera e na nodulacio do feijoeiro.

Neste ensaio as plantas de feijdo supridas com fontes e dosagens de nitrogénio testadas
em experimentos anteriores cresceram na presenca de um inibidor da ATPase (VO42), que
promove a redugdo da absor¢@o do nitrogénio pelas raizes. Neste experimento foram feitas
coletas aos 10 e 20 dias apos a emergéncia para avaliacdo da nodulagdo e do pH rizosférico.
Os dados de ambas as épocas de coleta ndo foram obtidos em diferentes ensaios, como no
experimento II, sendo estes dados sempre apresentados em uma mesma tabela.

Numero de nddulos - experimento VI

A andlise da varidncia da Tabela 38 apresenta as significancias estatisticas aos 10
DAE existentes para as fontes de variagdo dose de nitrogénio ¢ dose de vanadato e para a
interacdo dose de nitrogénio x dose de vanadato em relagdo ao pardmetro nimero de nédulos
do feijoeiro. Aos 20 DAE foi verificada significancia para as fontes de variacao fonte de N,
dose de N e dose de vanadato e para as interagdes fonte de N x dose de N e dose de N x dose
de vanadato.

O efeito da fonte de nitrogénio s6 foi significativo aos 20 DAE, onde as plantas com
nitrato foram as que apresentaram a maior quantidade de nédulos. Os efeitos das doses de
nitrogénio serdo apresentados estatisticamente nas analises de regressdo (Tabela 41), onde
foram feitas andlises separadas para cada fonte de nitrogénio dentro de cada dosagem de
vanadato. Na apresentagdo dos dados da Tabela 38 ¢ possivel notar que, em ambas as épocas
de amostragem, houve a presenga de nddulos na dose mais elevada de nitrato e amdnio,
diferenciando-se dos resultados do experimento 2, feito nas mesmas condi¢des, porém na
auséncia de vanadato. Em outras palavras, notou-se neste experimento que a presenca
vanadato retardou, mesmo que discretamente, a inibi¢do da nodulagcdo com doses altas de N.
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Tabela 38. Média do nimero de nédulos planta™ de feijao crescido com diferentes fontes e doses de N e doses de vanadato. Resultados da
ANOVA (Pr > F) realizada em dados coletados aos 10 ¢ 20 DAE e transformados por Vx+1. Experimento 6.

Epoca de coleta

10 DAE

20 DAE

Fonte de N

N-NOs" N-NH4*

N-NOs5" N-NH4*

Dose de VO, (kg ha™) Dose de VO, (kg ha™)

Dose de VO, (kg ha) Dose de VO, (kg ha™)

Dose N (Kg ha)

0 115 230 460 0 115 230 460

0 115 230 460 0 115 230 460

0

26 24 26 16 28 22 12 20

58 56 28 37 33 38 33 12

60 4 7 6 11 2 2 43 17 30 8 1 3

120 1 4 1 2 1 2 1 1 13 19 5 0 1 2
240 0 9 0 1 0 1 1 0 2 5 8 3 0 2 1 0
Pr>F

Fonte de N NS 0,0001

Dose de N 0,0001 0,0001

Dose de VO 0,0002 0,0001

Fonte N x dose N NS 0,0001

Fonte N x dose VO NS NS

Dose N x dose VO4 0,0305 0,0001

Fon.N x dos.N x dos.VO; NS 0,0001

CV% 27,03 16,935

NS = Nao significativo.
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Analisando os valores médios da fonte de variacdo fonte de nitrogénio (Tabela 39) foi
verificado que para as plantas amostradas aos 20 dias apds a emergéncia, as crescidas com
nitrato produziram mais nddulos do que as plantas com amonio. No desdobramento da
interacdo fonte de N x dose de N (20 DAE) houve efeito significativo da fonte de nitrogénio,
com a maior nodulagdo obtida nas plantas crescidas com nitrato dentro de todas as doses de
vanadato (Tabela 40).

Tabela 39. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro nimero de nddulos
planta! de feijdo. Avaliagdes realizadas aos 10 € 20 DAE. Experimento 6.

Epoca de coleta 20 DAE

Fonte de variacao (FV) Tratamento N° nédulos planta™

Fonte de N N-NO;3 2l a
N-NH4" 8b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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Tabela 40. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o pardmetro nimero de nodulos planta de feijio. Avaliacdes

realizadas aos 10 e 20 dias apds a emergéncia. Experimento 6.

Epoca de coleta 20 DAE

Fonte N / dose N 0 60 120 240
N-NO;y 45 a 25a 11a 5a
N-NH,* 29b 3b b b

Médias seguidas de letras maitisculas na linha e minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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Analises de regressiao para numero de nddulos — experimento VI

O modelo de regressdo linear foi o que melhor se ajustou a todas as curvas deste
experimento (Tabela 41), onde foram comparadas apenas 4 doses de nitrogénio (0, 60, 120 e
240 kgN ha'). Para as duas fontes de nitrogénio, avaliadas separadamente e dentro de cada
dose de vanadato, foram obtidos valores altamente significativos para a probabilidade de F (Pr
> F). Nas andlises de regressdo apresentadas na Tabela 41 ficou evidenciado o efeito
inibitorio do nitrogénio sobre a nodulagdo do feijoeiro em fun¢do do aumento das doses de
nitrogénio, porém houve a influéncia do vanadato na obtencdo das doses de nivel critico para
a inibicdo total da nodulag¢do do feijoeiro, especialmente nas plantas amostradas aos 20 dias
apds a emergéncia. Nesta época de coleta, a dose de 230 kgVO4 ha! possibilitou a elevagio
expressiva da dose de NC do nitrogénio (256 kgN ha') em relagio a testemunha sem
vanadato (210 kgN ha™'). Com o uso do aménio a nodulagio foi favorecida pela dose de 115
kgVOs ha™! (NC nitrogénio = 231 kgN ha™') sendo superior a testemunha sem nitrogénio (181
kgN ha™'). J4 na dose de 460 kgVOs4 ha™! houve redugdo do NC para esta fonte de nitrogénio
(NC = 124 kgN ha'!), possivelmente associada a uma potencializagio do efeito fitotoxico
desta fonte de nitrogénio quando associada a uma dose elevada de vanadato (Tabela 41).

Na andlise comparativa das doses de nitrogénio de convivéncia com a nodulacdo

obtidas dentro de cada dose de vanadato em cada fonte de nitrogénio, nota-se que aos 10 dias
apos a emergéncia praticamente todas as doses de convivéncia situaram-se na faixa de 40 kgN
ha'! (Tabela 41). Na avaliacio feita aos 20 dias apds a emergéncia foi verificado com o uso do
nitrato a maior dose de convivéncia dentro da dose de 230 kgVOs ha™! em relacdo as demais.
Com o uso do amonio a maior dose de convivéncia ocorreu na dose de 115 e 230 kgVO4 ha'!
em relacdo as doses zero € 460 kgVOs ha'!.
O critério estatistico através das analises de regressdo (Tabela 41) para explicar os efeitos das
doses de nitrogénio e doses de vanadato na nodulagdo (nas curvas de dosagens de cada fonte
de nitrogénio dentro de cada dose de vanadato) foi adotado também para o parametro pH da
rizosfera do feijoeiro, sendo obtido valor de pH ocorrido na dose de nivel critico de cada fonte
de nitrogénio.
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Tabela 41. Obtengdo das doses de NOs™ ¢ NH4" para a inibigdo total (nivel critico) e para a redugdo de 20% da nodulagéo (dose de convivéncia)
do feijoeiro crescido com diferentes doses de vanadato. Analises de regressdo realizadas em dados coletados aos 10 e 20 DAE ¢ nido
transformados. Experimento 6.

Epoca de coleta 10 DAE
Fonte de N N-NOs N-NH4*
Dose de VO4 0 115 230 460 0 115 230 460
Equagio da regressio y=-00002x+ 17,1  y=-0,0848x+179  y=-00942x+ 182 y=-0,053x + 11 y=-0,0988x+185  y=-00873x+188  y=-00423x+7.9  y=-00675x+12,65
R? (%) 59,57 68,53 67,46 65,24 40,31 79,94 52,87 60,85
Pr>F 00005 0,0001 0,0001 0,0002 0,0082 0,0001 0,0017 0,0004
Dose de N para nodulagéo 189 kg ha" 206 kg ha! 193 kg ha" 195 kg ha" 187 kg ha" 207 kg ha! 197 kg ha” 187 kg ha"
Dose de N para redugdo de 38 kg ha'! 41 kgha'! 39 kg ha'! 40 kg ha™! 37 kg ha'! 41 kg ha™! 38 kg ha'! 37 kg ha'!
20% da nodulagao.

20 DAE
Cultivar N-NO3” N-NH4"
Dose de VO4 0 115 230 460 0 115 230 460

Modelo da curva

y=-0,2512x +52,75

y=-0,205x +42.9

y=-0,1275x + 32,7

Y =-0,1338x + 26,7 y=-0,1118x+20,3

y=-0,1019x +23,55

y=-0,1168x +22,45 y=-0,0605x+ 7,5

R? (%) 86,33 66,63 57,25 72,05 57,03 55,99 64,08 6431
Pr>F 0,0001 0,0001 0,0007 0,0001 0,0007 0,0009 0,0002 0,0002
E‘Z’:Ode N para nodulagao 210 kg ha”! 200 kg hi! 256 kg ha! 199 kg ha” 181 kg ha" 231 kg ha! 192 kg ha” 124 kg ha”
Dose de N para redugdo de 42 kg ha™! 42 kg ha™! 51 kgha'! 40 kg ha™! 36 kg ha'! 46 kg ha™! 47 kg ha™! 25 kg ha'!

20% da nodulagao.
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Massa seca de nodulos - experimento VI

Na anélise da variancia para o parAmetro massa seca de nédulos planta™! (Tabela 42)
foi visto que aos 10 dias apds e emergé€ncia apenas a fonte de variagdo dose de nitrogénio ¢ a
interacdo dupla entre fonte de nitrogénio e dose de nitrogénio foram significativos. Aos 20
dias apos a emergéncia todas as fontes de variacdo e todas as interagdes apresentaram
significancia estatistica.
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Tabela 42. Média da massa seca de nédulos (mg planta') do feijoeiro crescido com diferentes fontes e doses de N e doses de vanadato.
Resultados da ANOVA (Pr > F) realizada em dados coletados aos 10 e 20 DAE e transformados por Vx+1. Experimento 6.

Epoca de coleta 10 DAE 20 DAE
Fonte de N N-NO3 N-NH4* N-NO3" N-NH4*

Dose de VO, (kg ha!) Dose de VO, (kg ha™) Dose de VO, (kg ha™) Dose de VO, (kg ha™)
Dose N (Kg ha) 0 115 230 460 0 115 230 460 0 115 230 460 0 115 230 460
0 1,878 2,000 2,505 1,938 6,435 3,738 1,961 2,648 4385 3923 1,348 1450 5523 6,705 5398 4,568
60 0,068 0,513 0,233 0,153 0,145 0,160 0,040 0,053 5,828 1,335 3,220 0,420 0,033 0,065 0,073 0,065
120 0,023 0,038 0,023 0,023 0,015 0,048 0010 0015 0,185 1,388 1,385 0058 0,000 0,045 0,045 0,000
240 0,000 0,013 0,000 0,010 0,000 0,015 0,013 1,428 0,053 1,060 0,220 0,100 0,000 0,058 0,005 0,000
ANOVA
Fonte de N NS 0,0077
Dose de N 0,0001 0,0001
Dose de VO4 NS 0,0001
Fonte N x dose N 0,0053 0,0001
Fonte N x dose VO, NS 0,0012
Dose N x dose VO4 NS 0,0001
Fon.N x dos.N x dos.VO4 0,0534 0,0001
CV% 19,455 9,472

NS = Ndo significativo.
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No comparativo das médias das fontes de variagdo, aos 20 dias apos a emergéncia foi
verificado que houve maior ganho de massa seca de nodulos nas plantas com nitrato em
relagdo as plantas com amonio (Tabela 43).

No desdobramento da interagdo fonte de nitrogénio x dose de nitrogénio (Tabela 44)
foi verificado aos 10 dias apos a emergéncia efeito significativo entre as fontes de nitrogénio
somente na dose de 60 kgN ha!, sendo a nodulagio mais evidente nas plantas com nitrato.
Aos 20 dias apds a emergéncia dentro de todas as doses de nitrogénio as plantas crescidas
com nitrato tiveram maior produ¢@o de massa de nédulos em relagdo as plantas com amonio.

O desdobramento da interagdo fonte de nitrogénio x dose de vanadato mostrou que o
vanadato possibilitou a producdo de nddulos na presenca de nitrogénio na forma de amdnio,
uma vez que na sua auséncia (0 kgVOs ha') houve maior nodulagio com nitrato, mesma
tendéncia dos experimentos sem vanadato, sendo esta diferenga entre as fontes de nitrogénio
ndo significativa nas doses de 115 e 230 kgVO4 ha™!. Na dose de 460 kgVO4 ha™! a producio
de massa de nddulos foi maior nas plantas com aménio (Tabela 44).

Tabela 43. Médias das fontes de variagdo significativas para o parametro massa seca de
nodulos do feijoeiro (mg planta'). Avaliagdes aos 10 e 20 DAE. Experimento 6.

Epoca de coleta 20 DAE
Fonte de variacdo (FV) Tratamento MS nédulos (mg planta™)
Fonte de N N-NO5 1,647 a

N-NH4* 1,411b

Para cada FV, as médias com letras minfisculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5).
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Tabela 44. Médias dos desdobramentos das interacdes significativas para o pardmetro massa seca de nodulos do feijoeiro (mg plantal).

AvaliacGes realizadas aos 10 e 20 dias ap6s a emergéncia. Experimento 6.

Epoca de coleta 10 DAE
Fonte N / dose N 0 60 120 240
N-NO5 2,080 b 0,242 a 0,027 a 0,006 a
N-NH/* 3,696 a 0,100 b 0,022 a 0,364 a
Epoca de coleta 20 DAE
Fonte N / dose N 0 60 120 240
N-NO; 2,777b 2,701 a 0,754 a 0,358 a
N-NH4 5,549 a 0,059 b 0,023 b 0,016 b
Fonte N / dose VO, 0 115 230 460
N-NO5 2,613 a 1,927 a 1,543 a 0,507 b
N-NH/ 1,389 b 1,718 a 1,380 a 1,158 a

Médias seguidas de letras minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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pH da rizosfera — experimento VI

Na avaliagdo do pH da rizosfera das plantas supridas com nitrogénio e vanadato, para ambas
as épocas de amostragem foram verificados efeitos significativos nas andlises de varidncia (Pr
> F) para todas as fontes de variacdo e para todas as interacdes ocorridas entre os fatores
analisados (Tabela 45).
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Tabela 45. Médias do pH da rizosfera de feijoeiro crescido com diferentes fontes e doses de N e doses de vanadato. Resultados obtidos na
ANOVA (Pr > F) realizada em dados coletados aos 10 DAE (transformados por Vx) e aos 20 DAE (sem transformagio). Experimento 6.

Epoca de coleta 10 DAE 20 DAE
Fonte de N N-NO3" N-NH4* N-NO3" N-NH4*

Dose de VO, (kg ha!) Dose de VO, (kg ha) Dose de VO, (kg ha™) Dose de VO, (kg ha™)
Dose N (Kg ha) 0 115 230 460 0 115 230 460 0 115 230 460 0 115 230 460
0 4,98 5,58 5,49 5,62 4,85 4,44 4,47 4,58 5,44 5,60 5,41 5,60 5,22 4,76 4,83 5,17
60 5,46 5,94 5,93 6,14 4,20 4,36 421 4,60 5,82 6,06 6,14 6,14 4,62 4,65 4,85 5,13
120 5,56 6,03 6,19 5,98 4,00 4,51 4,41 4,73 5,98 6,40 6,25 6,20 4,67 5,04 4,86 5,39
240 5,69 6,08 6,04 6,00 4,06 4,60 4,52 4,84 6,27 6,54 6,41 6,43 4,74 4,97 4,99 4,96
ANOVA
Fonte de N 0,0001 0,0001
Dose de N 0,0001 0,0001
Dose de VO 0,0001 0,0001
Fonte N x dose N 0,0001 0,0001
Fonte N x dose VO4 0,0001 0,0076
Dose N x dose VO4 0,0008 0,0039
Fon. N x dos. N x dos. VO4 0,0001 0,3114
CV% 1,559 3,834
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Nas andlises isoladas das fontes de variagdo apresentadas na Tabela 46 os resultados
das duas épocas de coletas (10 e 20 dias apds a emergéncia) apresentaram semelhancas muito
estreitas, com os maiores valores de pH na rizosfera das plantas de feijdo supridas com nitrato
em relacdo as plantas com amonio.

Tabela 46. Médias das fontes de variacdo significativas para o parametro pH da rizosfera do
feijoeiro. Avaliacdes realizadas aos 10 e 20 DAE. Experimento 6.

Epoca de coleta 10 DAE

Fonte de variacio (FV) Tratamento pH rizosfera

Fonte de N N-NO;5 5,79 a
N-NH4* 4,46 b

Epoca de coleta 20 DAE

Fonte de variacio (FV) Tratamento pH rizosfera

Fonte de N N-NOs 6,04 a
N-NH4* 4,93 b

Para cada FV, as médias com letras mintisculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).

No desdobramento das interagdes aos 10 dias apos a emergéncia, entre fonte de
nitrogénio e dose de nitrogénio (Tabela 47) os dados indicam os maiores valores de pH na
presenga do nitrato como fonte de nitrogénio em todas as doses de nitrogénio. O aumento das
doses de nitrato promoveu variagdes no pH da rizosfera mais expressivas do que as
promovidas pelo aumento das doses de amonio. Na interacdo fonte de nitrogénio x dose de
vanadato aos 10 dias apos a emergéncia o nitrato foi a fonte que gerou os maiores valores de
pH em relagdo ao amoénio dentro de todas as dosagens de vanadato. Na presenca de ambas as
fontes de nitrogénio o aumento das doses de vanadato aumentou levemente o pH em relagdo a
testemunha.

Na amostragem realizada aos 20 dias apds a emergéncia a interacdo entre fonte de
nitrogénio e dose de nitrogénio apresentou efeitos das fontes de nitrogénio com mesmas
tendéncias observadas aos 10 dias ap6s a emergéncia. Embora ndo estejam apresentadas as
significancias dos efeitos da dose de nitrogénio, nota-se na Tabela 47 que, considerando todos
os tratamentos do experimento, onde a maioria teve a presenca do vanadato, o aumento das
doses de nitrogénio na forma de amoénio ndo causou acidificagdo da rizosfera. Na interagdo
fonte de nitrogénio x dose de vanadato verificou-se que, em ambas as fontes de nitrogénio, o
aumento da concentracdo de vanadato elevou de forma sutil o pH rizosférico. Entre as fontes
de nitrogénio os valores de pH com nitrato foram, em todas as doses de vanadato, superiores
aos do amonio.
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Tabela 47. Médias dos desdobramentos das interagdes significativas para o pardmetro pH da rizosfera do feijoeiro. Avaliacdes realizadas aos 10

e 20 dias apos a emergéncia. Experimento 6.

10 DAE
Fonte N / dose N 0 60 120 240
N-NOs3” 542 a 5,87 a 5,94 a 595a
N-NH4* 4,59b 4,34b 4,410 4,51b
Fonte N / dose VO4 0 115 230 460
N-NOs3” 5,42 a 571 a 591a 5,94 a
N-NH4" 4,28b 4,48 b 4,40b 4,69b

20 DAE
Fonte N / dose N 0 60 120 240
N-NOs 5,51a 6,04 a 6,21a 6,41 a
N-NH4" 5,00 b 481D 4,990 4,92b
Fonte N / dose VO4 0 115 230 460
N-NOs 5,88a 6,15a 6,05 a 6,09 a
N-NH4" 481D 4,86 4,880 5,16 b

Médias seguidas de letras minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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Analises de regressio para pH da rizosfera — experimento VI

Nas analises de regressdo (Tabela 48) foram identificados valores de pH nas doses de
nivel critico para cada fonte de nitrogénio, individualmente dentro de cada dose de vanadato.
Para o parametro pH da rizosfera a maior parte das andlises de regressdo onde houve
significancia estatistica (Pr > F) ocorreu com o uso da fonte de nitrogénio nitrato. Para o
amonio a analise de regressdo com maior significancia estatistica foi verificada no tratamento
controle sem vanadato na coleta aos 10 dias apds a emergéncia, onde também foi obtido o
maior valor de “R?” (60%).

Aos 10 dias apds a emergéncia com a fonte nitrato foram detectadas pequenas
variagoes nas doses de NC do nitrogénio entre as doses de vanadato, porém a inibicdo da
nodulagio ocorreu com a dose de 230 kgVO4 ha! com 0,5 ponto de pH superior a do
tratamento com 0 kgVOs ha!. Na presenca de aménio a inibicio foi verificada com as
mesmas concentragdes de nitrogénio, mas com uma diferenga de 0,7 ponto de pH entre o
tratamento com 0 kgVO4 ha! (4,05) e com 460 kgVOs4 ha™! (4,79).

Na avaliacdo aos 20 dias apos a emergéncia, onde foram encontradas as maiores
variagoes nos valores de NC do nitrogénio, os tratamentos sem vanadato tiveram respostas
contrastantes quanto aos valores de pH rizosférico obtidos. A aplicacdo de nitrato causou
efeito deletério a nodulagdo na dose de 215 kgN ha™! (dose de NC para esta fonte de N na dose
zero de vanadato - vide Tabela 46) dose esta que gerou um valor de pH rizosférico igual a
6,23. O NC do amédnio na dose zero de vanadato foi de 181 kgN ha™! com o pH rizosférico
igual a 4,69.

Na presenca do vanadato verificou-se que com o uso do nitrato a dose de vanadato que
promoveu o maior valor de pH (230 kgVO4 ha!) foi também a que resultou em maior dose de
nivel critico do nitrato para a inibi¢do da nodulagdo do feijoeiro. A maior dose de NC para o
amonio foi obtida na dose de 115 kgVO4 ha! (231 kgN ha!), onde o pH da rizosfera foi de
5,01. Para a fonte amdnio o tratamento sem vanadato teve a dose de NC igual a 181 kgN ha™!
e no tratamento com a maior dose de vanadato (460 kgVO4 ha') o NC desta fonte de
nitrogénio foi de 124 kgN ha’!. Estes resultados indicam que o vanadato contribuiu para a
producdo de nédulos na dose de 115 kgVOs ha’!, entretanto na dose de mais elevada do
vanadato houve o maior efeito deletério a nodulagdo, embora o pH tenha sido superior ao
detectado nas demais doses (Tabela 48).
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Tabela 48. pH rizosférico ocorrido na dose de N (NO3 e NH4") de inibigdo total da nodulagdo (nivel critico) do feijoeiro crescido com diferentes

doses de vanadato. Analises de regressdo realizadas em dados coletados aos 10 e 20 DAE e nao transformados. Experimento 6.

Epoca de coleta

10 DAE

Fonte de N

N-NOs

N-NH4*

Dose de VO4

0

115

230

460

0

115

460

Equacgao da regressao

y=0,0026x + 5,140

y=0,0018x+5,711

y=0,0021x + 5,694

y=0,0011x +5,821

y=-0,0028x + 4,576

y=0,0008x +4,392

y=0,0006x + 4,343

y=0,0012x +4,561

R? (%) 70,81 59,66 57,08 23,19 60,25 12,58 30,84
Pr>F 0,0001 0,0005 0,0007 0,0589 0,0004 0,1775 0,0252
pH no NC do N de

inibi¢do da 5,63 6,08 6,10 6,05 4,05 4,56 4,79
nodulagdo.

Nivel de N

para nodulagdo = 189 kg ha'! 206 kg ha'! 193 kg ha'! 195 kg ha'! 187 kg ha'! 207 kg ha’! 187 kg ha'!
zero.

Epoca de coleta 20 DAE

Cultivar N-NO3” N-NH4"

Dose de VO4 0 115 230 460 0 115 460

Equacgao da regressao

y=0,0032x + 5,537

y=0,0038x + 5,749

y=0,0036x + 5,668

y=0,0031x +5,771

y=-0,0015x+ 4,965

y=0,0012x +4,729

y=0,0007x + 4,806

y=-0,0008x + 5,239

R? (%) 73,69 83,54 73,54 76,15 26,17 20,01 2,94
Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0428 0,0823 NS

pH no NC do N de

inibigdo da 6,23 6,61 6,87 6,43 4,69 5,01 5,14
nodulagdo.

Nivel de N

para nodulagdo = 210 kg ha™ 209 kg ha™! 256 kg ha™! 199 kg ha™! 181 kg ha™! 231 kg ha'! 124 kg ha™!

ZEro.
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5. DISCUSSAO

Este estudo envolveu experimentos que objetivaram mostrar as relagdes entre a
nodulagdo do feijoeiro e as diferentes variacdes de pH ocorridas na rizosfera devido ao
metabolismo de diferentes fontes de nitrogénio. Existem na literatura diversos estudos onde se
verificou que a absor¢do de diferentes fontes de N alteraram o pH da rizosfera. Porém, ndo
foram encontrados trabalhos, especialmente sobre a cultura do feijdo, onde tenham sido feitas
associacdes entre estas alteracdes eletroquimicas, devido ao N, ¢ a iniciagdo da nodulagao.

Uma das primeiras providéncias deste trabalho foi avaliar se as doses de nitrogénio
que seriam utilizadas nos experimentos poderiam aumentar a salinidade do meio de
crescimento, a ponto de mascarar os desejados efeitos do pH da rizosfera sobre a nodulagéo
do feijoeiro. O experimento 1 mostrou que o aumento das concentragdes de nitrogé€nio, nitrato
¢ amoOnio, aumentaram a salinidade do meio. No entanto, a verificagdo prévia da salinidade
ocorrida no substrato areia, mensurada pela condutividade elétrica (metodologia de
CAMARGO, 2001), submetida a diferentes doses de nitrogénio nitrico e¢ amoniacal
resguardou que ndo fossem atingidos niveis salinos fora da tolerancia pelo feijoeiro e pelo
rizobio. Os valores apresentados na Tabela 3, de 1790 uS cm™ obtido na mais alta
concentracdo de nitrato e de 2297 uS cm™' na mais alta dose de amodnio, sio valores
considerados dentro da faixa de tolerancia para bactérias diazotroficas sobreviverem
(NOBREGA et al., 2004) e para as plantas de feijio produzirem nddulos radiculares
(CORDOVILLA et al., 1999). Foi verificado neste ensaio preliminar que o aumento da
salinidade foi obtido com a elevagdo progressiva das doses de nitrogénio ¢ que a dose mais
elevada para o crescimento do feijoeiro, testada nos experimentos seguintes, esteve nos
limites tanto para a planta quanto para o rizobio se desenvolverem e estabeleceram o processo
simbidtico. Na planta os altos niveis salinos podem reduzir o crescimento, a fotossintese e a
demanda vegetal pelo nitrogénio (SINGLETON et al., 1982), mas ndo foi o caso das dosagens
aqui utilizadas. A influéncia da salinidade no processo de fixagdo simbidtica do nitrogénio
pode ainda variar com a espécie vegetal, com o nivel de salinidade e com a estirpe de rizobio
utilizada (FREIRE & RODRIGUES, (2009). Em relacdo a nodulagdo, os danos causados pela
salinidade estdo associados principalmente as etapas iniciais de infeccao do rizébio nos pélos
radiculares (BOUHMOUCH et al., 2005; ZAHRAN & SPRENT, 1986), que envolvem
alteragdes nos fatores NOD extracelulares produzidos pelo rizobio (LLORET et al., 1995), na
percepgao dos fatores NOD pela planta e deformacdo do pélo radicular (DUZAN et al., 2004)
e na formagao do corddo de infecgdo (ZAHRAN, 1999).

No processo evolucionario as plantas hoje consideradas fixadoras de nitrogénio devem
ter saido de um ambiente rico em nitrogénio mineral que se esgotou e foi para um ambiente
rarefeito deste elemento. Neste ambiente elas ndo tiveram alternativas, a ndo ser desenvolver
mecanismos genéticos e fisiologicos que as adaptassem as estas condi¢des, surgindo entdo as
plantas fixadoras de nitrogénio atmosférico (RAVEN et al., 1990). Entretanto, este novo
ambiente em determinadas condigdes poderia conter concentragdes de nitrogénio disponivel
que desestimularia a iniciacdo do processo de fixagdo bioldgica. Esta concentragdo de
nitrogénio, a partir do qual a planta ndo ¢ estimulada a formar nédulos, varia de espécie para
espécie dentro da familia das leguminosas. Mais complexo fica o entendimento deste processo
se for considerada as diferentes formas de N presentes no solo, que sdo geralmente
dependentes do grau de oxi-redug@o do substrato.

No presente trabalho, foi estudado o efeito de fontes e concentragdes de nitrogénio
capazes de alterar significativamente o pH do meio externo as raizes do feijoeiro, afetando a
aproximacao do rizobio e a iniciagdo da nodulagdo. Neste contexto, ¢ importante salientar que
a fixacdo bioldgica de nitrogénio no feijoeiro inicia-se quando se esgotam as reservas de
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nitrogénio da semente e a planta entra em caréncia do elemento, por volta dos 15 a 20 dias
apos a emergéncia (MERCANTE e al., 1992). A forma de nitrogénio sendo absorvida e
assimilada deve ser levada em considera¢do devido ao equilibrio eletroquimico vegetal que ¢
estabelecido em fungdo desta fonte, isto é, se for amonio ocorre acidificagdo da rizosfera, se
for o nitrato se da a alcalinizacao.

Nos experimentos discutidos a seguir, o processo de inibi¢cdo da produ¢do de nodulos
radiculares do feijoeiro foi em todos os momentos associado as modificagdes do pH da
rizosfera provocadas pelo metabolismo das diferentes fontes de nitrogénio mineral pela
planta. A hipotese da acdo do pH da rizosfera, alterado pelo nitrogénio, sobre a inibicdo da
nodulacdo do feijoeiro estd fundamentada no balango i6nico da planta, que para compensar
seu desbalango elétrico ocasionado pela absor¢do de um excesso de carga excreta ions de
carga equivalente na rizosfera, alterando o pH desta regido (HINSINGER et al., 2003) e,
consequentemente, influenciando a aproximagao rizobio ¢ a sua atividade nas etapas iniciais
da formacdo do nodulo. Na Figura 5 estd representada, de forma esquemadtica, rizosferas
sendo ocupadas por OH e H" liberados pelas plantas a partir do metabolismo de nitrato (A) e
amonio (B), respectivamente, prejudicando, em ambos os casos, a aproximagao do rizobio e a
colonizagdo do pélo radicular.

Rizébio

Figura 5. Representagdo esquematica das alteracdes de pH na regido da rizosfera, devido ao
metabolismo vegetal de uma planta com nitrato (A) e outra com amonio (B), criando
condi¢des de pH na rizosfera inadequadas a aproximagao e colonizacdo pelo rizobio.

Apesar de ndo ser bem esclarecida a razdo para explicar de forma distinta os
mecanismos que conduzem a acdo inibitdria das altas dosagens de nitrogénio mineral sobre as
diversas etapas do processo simbidtico entre a planta e o rizobio, diversos trabalhos ja foram
realizados, considerando desde eventos ocorridos nos primeiros passos do processo
simbiotico, iniciados externamente nas trocas de sinais entre a planta e o rizobio, até questdes
fisioldgicas inerentes ao funcionamento dos nodulos (JACOB NETO et al., 1998).

Nos experimentos deste trabalho, a atividade dos nddulos e a quantificagdo da FBN
ndo foram avaliadas, uma vez que o objetivo foi verificar os efeitos do nitrogénio,
metabolizado pelo feijoeiro, nas alteragdes do ambiente externo as raizes e o impacto destas
alteragdes na producdo de nddulos. A avaliagdo da nodulagdo é considerada um importante
parametro em pesquisas voltadas ao entendimento da FBN, por ser uma das principais
caracteristicas morfologicas utilizadas para selecdo de gendtipos em fungdo da sua eficiéncia
simbiotica onde, além de nimero e massa seca, sio também incluidos os tamanhos dos
nodulos e a precocidade da nodulacdo das plantas (HERRIDGE & DANSO, 1995).
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5.1. Nitrogénio Versus Nodulacio

Os resultados do experimento 1 mostraram que para os ensaios com plantas de feijao
esta descartada a hipotese de que a inibi¢do da nodulagdo do feijoeiro nas altas concentragdes
das fontes de nitrogénio, especialmente na forma de amdnio, teve alguma relagdo com os
niveis salinos provocados pelas mesmas. Com isso, as causas para o processo inibitorio da
nodulagdo estdo ligadas a fatores provenientes de eventos fisiologicos ocorridos a partir do
metabolismo vegetal (absor¢do/assimilagdo) do nitrogénio mineral fornecido as plantas de
feijdo, uma vez que na auséncia de planta ocorreram variagdes significativas no pH do
substrato areia, 0 mesmo meio utilizado para o crescimento das plantas nos ensaios seguintes.

A inibi¢do da nodulagdo no experimento 2, com o feijoeiro cultivado no substrato
areia, ocorreu significativamente aos 10 e 20 dias apds a emergéncia (Tabela 4), com maior
expressividade nas mais altas dosagens de amonio em relagdo ao nitrato. Embora todas as
fontes de nitrogénio em doses superiores a 120 kgN ha! tenham suprimido a nodulagdo foi
verificado que o nivel critico (NC) do nitrogénio para a inibigao total da producdo de ndédulos
variou entre as fontes (Tabela 9). A partir das informagdes fornecidas por estes dados, surgiu
a necessidade de determinar as doses de nitrogénio para cada fonte testada que causasse a
inibicdo total da nodulagdo (nivel critico) ¢ a dose capaz de permitir 80% da maxima
nodulagdo (dose de convivéncia), predominantemente obtida na dose zero de nitrogénio, nas
plantas de feijao coletadas aos 10 e 20 dias apds a emergéncia.

Com o fornecimento de amonio, fonte que acidificou a rizosfera, o NC esteve situado
em doses mais baixas de nitrogénio em relacdo as fontes nitrato e nitrato de amdnio, em
ambas as épocas de amostragem. Comparando estas épocas, aos 10 dias apds a emergéncia foi
verificada menor magnitude da nodulagdo em relagdo as plantas da segunda coleta,
concluindo-se que a nodulagdo das plantas mais jovens foi mais susceptivel ao processo
inibitorio ou que devido a metodologia de contagem de nodulos com uso de lupa houve
limitacdo da visualizagdo dos nodulos muito pequenos nesta primeira época.

No experimento em areia, em plantas coletadas aos 20 dias ap6s a emergéncia, a dose
de convivéncia estimada para o nitrato com a nodulacio foi superior a dose estimada para a
fonte amoniacal. O uso do nitrato em doses proximas a 50 kgN ha! aplicado no plantio
permitiu a ocorréncia de 80% da nodulagdo. J& para o amoénio as doses de convivéncia
estiveram proximas a 10 kgN ha™', caracterizando alta sensibilidade da nodulagio ao amonio.

Neste experimento, foi verificada uma expressiva diferenca entre as duas fontes de
nitrogénio. Porém, independente da fonte nitrica ou amoniacal, nas altas doses de nitrogénio
no meio de crescimento houve uma forte inibicdo da nodulagdo. Este processo inibitorio da
nodulac@o em plantas que fixam biologicamente o nitrogénio ¢ ressaltada por MOUDIONGUI
& RINAUDO (1987), que relataram que o comprometimento da FBN nestas doses de N esta
relacionado a fatores relacionados tanto ao rizobio (DUSHA et al., 1989; DUSHA et al.,,
1999) quanto a planta hospedeira ( STREETER, 1985; WU & HARPER, 1990; MINCHIN et
al.,, 1986; GIBSON & PAGAN, 1977; KOHLS & BAKER, 1989; MALIK et al., 1987;
SODEK & SILVA, 1996; TRUCHET & DAZZO, 1982).

Com relagdo ao processo de fixacdo biologica do nitrogénio atmosférico, diversos
mecanismos da acdo inibidora do nitrogénio mineral sobre a FBN sdo frequentemente
mencionados na literatura, tais como a redugdo da atividade da enzima nitrato redutase nos
nodulos na presenga de nitrato (MINCHIN et al., 1986; STREETER, 1985) e de nitrito
(GIBSON & PAGAN, 1977), reducdo da difusdo de oxigénio para os nddulos devido a
presenga de nitrato (VESSEY & WATERER, 1992), limitacdo de carboidratos para as raizes e
nddulos de plantas supridas com N (DENISON & HARTER, 1995) ou pela restrigdo de poder
redutor para a redugdo do N> nos ndédulos sendo utilizada para a atividade das enzimas nitrato
redutase e nitrito redutase (HECKMAN et al., 1989).
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No entanto, estes eventos estdo relacionados a supressdo do metabolismo nodular em
plantas que ja estabeleceram os passos iniciais do processo simbidtico e ja formaram os
nodulos, significando que as etapas iniciais deste processo (colonizacdo da rizosfera, trocas de
sinais e infec¢do do tecido radicular pelo rizobio) ndo foram limitadas anteriormente por
fatores como a presenca de nitrogénio. Em geral, a inibicdo da nodulagdo ¢ atribuida a
mecanismos regulatorios da planta sobre o controle do estabelecimento e do funcionamento
da FBN em relacdo ao suprimento de nitrogénio proveniente do solo (MALIK et al., 1987).

A presenga de microorganismos na rizosfera, como a bactéria rizobio introduzida pela
inoculagdo das sementes, geralmente resulta na indugdo de genes da planta que liberam
substancias que podem ser prejudiciais ou vantajosas ao microorganismo, onde as
sinalizacdes podem possuir caracteristicas para repulsdo, como ocorrido entre plantas
resistentes ¢ patdgenos, ou de atracdo como € o caso na relagdo com microorganismos
fixadores de nitrogénio (HALVERSON & STACEY, 1986).

Neste contexto, o nitrogénio mineral pode influenciar o processo de sinalizac¢ao entre o
rizobio e a planta tanto na sintese ¢ liberagdo de flavonodides pela planta, verificado por
BANDYOPADHYAY et al. (1996) em ervilha (Pisum sativum L.) e por CORONADO et al.
(1995) em alfafa (Medicago sativa L.), quanto pela produgdo e expressdo dos fatores NOD do
rizébio, como as inibi¢des de 40 ¢ 20% na expressdo de nodDI e nodABC, respectivamente,
obtidas por WANG & STACEY (1990) em Bradyrhizobium japonicum na presenga de 10
mM de amonio.

No experimento 2, a acidez promovida pela absor¢do do amonio foi apontada como
uma das principais causas para a inibicdo da nodulagdo, nas doses mais baixas desta fonte de
nitrogénio, na fase inicial de crescimento das plantas de feijao. O nitrato foi a fonte
nitrogenada que causou menos impacto negativo na nodulagao do feijoeiro e que promoveu a
elevagdo do pH da rizosfera, onde foram obtidos inclusive pequenos acréscimos na nodulagido
nas doses mais baixas (Tabela 4). Estes resultados indicam que a elevagdo do pH da rizosfera
do feijoeiro com o uso desta fonte de nitrogénio parece ter favorecido a atividade do rizobio
nesta regido, explicando porque pequenas quantidades de nitrato no solo podem estimular a
formag¢do de nddulos radiculares (LOPES et al, 1968; JACOB-NETO et al., 1998;
RUSCHEL et al, 1979). Embora as doses clevadas de amodnio tenham prejudicado
substancialmente a nodulagdo e o sistema radicular do feijoeiro, GOI et al. (1993) verificaram
que baixas doses de amonio foram favoraveis ao inicio da nodula¢do na leguminosa florestal
Acacia auriculiformis.

Em relagdo aos efeitos da acidez do solo na nodulagdo, neste caso estando
relacionados a presenga do amonio, é conhecido que o excesso de H' livre afeta tanto a
sobrevivéncia do rizobio no solo quanto a sua persisténcia na rizosfera vegetal (VINUESA et
al., 2003), onde ao colonizar libera fatores NOD responsaveis por modifica¢cdes morfoldgicas
radiculares essenciais a iniciagdo da nodulagdo estimulado pela presenca de substincias
excretadas pelas raizes (ex. flavonoides). Fisiologicamente, a tolerancia do rizobio a acidez
esta relacionada a sua capacidade em manter o pH intracelular alcalino quando submetido a
um meio moderadamente acido, enquanto a sensibilidade acontece quando as estirpes
decrescem o pH intracelular de acordo com o pH acido do meio.

Fatores associados ao decréscimo de pH influenciando a formagdo de nédulos, como a
disponibilidade de aluminio (FRANCO & MUNNS, 1982; JACOB NETO, 2003; ROSSIELO
& JACOB NETO, 2006) ou a indisponibilidade de molibdénio (JACOB-NETO et al., 1988)
estariam aqui descartados, uma vez que ndo houve o fornecimento de aluminio e o molibdénio
esta relacionado ao funcionamento do nodulo formado. Neste caso, os possiveis mecanismos
de inibicdo estdo relacionados com as etapas do processo de iniciagdo da formacdo dos
nddulos ocorridas na rizosfera, onde se inclui o efeito direto do pH do meio externo as raizes
que ¢ considerado um dos fatores abidticos que mais compromete o processo simbidtico entre
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o rizébio e a planta (FRANCO & DAY, 1980; DUZAN et al., 2004; WATKIN et al., 1997;
HUNGRIA & VARGAS, 2000).

Além de fatores como a restricdo do desenvolvimento das raizes e dos pélos
radiculares, que tém relacdo com a presen¢a do aluminio, CAMPANHARO (2006) expde o
efeito da acidez do solo sobre a sinalizagdo entre a bactéria e a planta hospedeira,
comprometendo decisivamente o processo de infeccdo radicular pelo rizdobio e o
desencadeamento do processo de formagao do nddulo.

A influéncia das fontes de N sobre a dindmica da atividade microbioldgica da
rizosfera, em funcdo das altera¢des no pH, foi levantada em estudos como o de CARVALHO
(2003) que avaliou a atividade do fungo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici em colonizar
a rizosfera do tomateiro crescido em solugdo nutritiva com estas mesmas fontes de nitrogénio,
sendo verificada maior atividade do fungo quando nas plantas crescidas acidificaram o meio
gerando, neste caso, uma condigdo de preferéncia deste microrganismo. MARSCHNER et al.
(1999) também relacionaram o pH da rizosfera de trigo crescido com amoénio e nitrato com a
taxa de colonizagdo pela bactéria Pseudomonas fluorescens, verificando que a mesma so
ocorreu quando ndo foi feito o controle do pH da solugdo. Neste estudo, um estimulo a
colonizagdo da rizosfera na presenga da fonte amoniacal foi atribuido a uma deficiéncia na
reten¢do de exsudatos devido ao acimulo de H' na rizosfera e no apoplasto devido a absor¢io
de amonio. Caso semelhante provavelmente ocorreu também neste presente trabalho de tese.

A interacdo entre a inoculag@o e a adubacdo nitrogenada na cultura do feijdo se torna
importante na medida em que se busca a possibilidade de uso do N atmosférico e do solo
simultaneamente. Embora o nitrogénio em altas quantidades no meio de crescimento seja
inibidor a nodulagdo, como mostram os resultados dos experimentos desta tese, pequenas
quantidades permitem que a nodulag@o se estabeleca inclusive com efeitos sinérgicos, desde
que haja a presenga de um balanco adequado dos demais nutrientes disponiveis a absorcao
pela planta (TSAI et al., 1993).

No caso das altas doses de nitrogénio de todas as fontes testadas terem inibido a
nodulacdo, os resultados apontam para a possibilidade da acdo de possiveis outros processos
inibitorios, também relacionados a fase inicial de formacao, cujos mecanismos ndo foram aqui
mensurados. Analisando os dados de WAHAB (1996), por exemplo, ¢ possivel verificar que o
incremento do nitrato no meio promove redugdes na elongacdo da raiz e no encurvamento dos
pélos radiculares, resultando na reducdo da infec¢do radicular (DAZZO & BRILL, 1973) ¢
restri¢do do desenvolvimento do corddo de infeccio (WAHAB, 1996). Esta situagdo também
¢ citada por MUNNS (1968) e DARBYSHIRE (1966), sendo estas as possiveis causas para a
inibicdo na nodulacdo promovida por esta fonte de nitrogénio quando fornecida em grandes
quantidades ao feijoeiro.

E importante frisar ainda a existéncia de uma possivel relagio entre a alcalinizacdo da
rizosfera do feijoeiro suprido com nitrato e a inibicdo da nodulagdo, uma vez que as altas
doses de nitrato geraram inibi¢do total da nodulacdo e alcalinizaram a rizosfera. Embora ndo
tenham sido detectados altos valores de pH em niveis criticos para o rizobio, sensivel a
condigdes de extrema alcalinidade em valores de pH na ordem de 10 (TANG & ROBSON,
1993; BHARDWALI, 1975; TANG et al., 2006), deve ser levado em consideragdo que nao
foram utilizados equipamentos sofisticados, como microeletrodos de precisdo inseridos na
regido da rizosfera, capazes de identificar se o valor do pH rizosférico nestas dosagens de
nitrato, em algum momento, atingiu niveis alcalinos comprometedores para a atividade das
estirpes de rizobio utilizadas nos ensaios.

Apesar de ser conhecida a maior capacidade de nodulagdo de cultivar Ouro Negro em
relacdo a cultivar Rio Tibagi, estas foram comparadas com o objetivo de verificar se o
potencial de nodulagdo possui relagdo com as variagdes de pH rizosférico. Neste caso, a
hipotese sugere que a cultivar de maior capacidade de absorver e metabolizar o nitrogénio
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mineral e, consequentemente, alterar o pH da rizosfera teria a menor nodulagdo. Como nao
foram detectadas variagdes significativas entre as cultivares em relagdo ao pH da rizosfera,
esta hipotese foi descartada e nos experimentos posteriores foi avaliada apenas a cultivar de
alta capacidade de nodula¢do (Ouro Negro).

E conhecida a existéncia de variagdes de pH entre a rizosfera e regides com distancias
de até¢ um milimetro em relacdo a superficie da raiz (NYE et al., 1981), sendo que na presenga
de nitrogénio disponivel a planta esta diferenca pode chegar a até 2 pontos de pH
(ROLLWAGEN & ZASOSKI, 1988). Entretanto, tanto o poder tampao do solo quanto a
presenga de carbonatos dissolvidos na solugdo do solo podem influenciar as variagdes do pH
da rizosfera promovidas pela planta (SCHUBERT et al., 1990). Neste sentido, foi realizado
um experimento (experimento 3), onde as plantas de feijao cresceram em solos com diferentes
teores de argila e na presenga de diferentes fontes de carbonato, onde pressupds-se que o
poder tampao dos mesmos ¢ a presenca dos carbonatos minimizassem as varia¢cdes de pH da
rizosfera causadas pelo metabolismo do nitrogénio e, consequentemente, influenciassem a
inibigdo da nodulagdo do feijoeiro.

Foi verificado que a mais alta concentragdo de amoénio afetou o pH rizosférico, mesmo
no solo com maior concentragdo de argila, e prejudicou a nodulagdo. Comparando os
diferentes substratos usados no experimento 2 (areia) e no experimento 3 (solo) para o
crescimento do feijoeiro, verificou-se que as maiores variagdes de pH foram obtidas na areia,
seguida do solo com baixo teor de argila e por ultimo no solo com médio teor de argila. Neste
mesmo comparativo, foi observada na areia a produgdo inicial de nodulos sendo fortemente
afetada na dose de 60 kgN ha’l, enquanto no solo o amdnio e o nitrato permitiram o
surgimento de nodulos na dose de 60 e 120 kgN ha!, respectivamente. Este estudo levou em
consideragdo que, dentre os atributos do solo, o poder tampao se destaca como um fator capaz
de controlar decisivamente as variagdes de pH da rizosfera HINSINGER et al. (2003), onde
os resultados mostram a influéncia direta do teor de argila nas variagdes de pH e na producéo
de nodulos.

Comparando as maiores doses de convivéncia obtidas nos solos (Tabelas 18 e 28) em
relacdo a areia (Tabela 9), em plantas coletadas aos 10 dias apds a emergéncia, verificou-se
que a capacidade tampao dos solos permitiu que neste substrato ocorresse menor influéncia do
nitrogénio como inibidor da nodulagdo, que certamente esta relacionado as menores variagdes
de pH, em rela¢do ao substrato areia.

A explicagdo para a diferenga entre os tipos de substrato quanto a capacidade tampéao
esta vinculada a capacidade de troca de cations, que ¢ diretamente proporcional a quantidade e
atividade da argila predominante, tendo também a influéncia da matéria organica (SOARES,
2003). Por isso, praticamente na totalidade dos casos, os solos argilosos exigem doses de
corretivos maiores para se obter o mesmo grau de corre¢do que os arenosos (CAIRES &
ROSOLEM, 1993). Esta idé¢ia ¢ refor¢ada por SCHUBERT et al. (1990), que frisam a
importancia de levar em conta que a acidificagdo da rizosfera devido a liberagdo de protons
pelas raizes possui uma consideravel dependéncia da capacidade dos solos em tamponar
protons. SCHUBERT et al. (1990) quando trabalharam com feijao fava observaram que as
acentuadas quedas no pH ocorreram somente nos solos com baixa capacidade tamp&o e ndo
encontraram mudangas significativas no pH dos dois solos calcarios também avaliados.

O efeito das diferentes fontes de neutralizantes foi avaliado apenas na coleta realizada
aos 20 dias apos a emergéncia (ensaio II), onde foram incluidos tratamentos com calcario
dolomitico e com o p6 da alga lithothamnium. Nesta época de avaliagdo o processo de
inibicdo da nodulagdo também teve relagcdo com as variagcdes de pH rizosférico em funcdo do
metabolismo do nitrogénio. Entretanto, na dose de 240 kgN ha™! a inibico total da nodulagio
foi minimizada pela presenga dos neutralizantes, embora com poucos nodulos.
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Na analise das doses de convivéncia aos 20 dias apds a emergéncia, observou-se que
para a fonte amoniacal, que acidifica a rizosfera, o efeito do solo (Tabela 28) em relagdo a
areia (Tabela 9) foi pouco expressivo. Nesta época de coleta, as doses de nitrogénio de
convivéncia com a nodulacdo obtidas no solo sé foi superior as doses obtidas na areia na
presenga do calcario e do lithothamnium, no solo com baixo teor de argila. Houve, neste caso,
um efeito integrado do corretivo e do solo, que possivelmente esta associado as variagdes no
pH da rizosfera e estas associadas a nodulag@o. O efeito integrado entre solo e corretivos de
acidez sobre o pH da rizosfera tem relacdo direta com o tamponamento do meio pelo consumo
de protons proporcionado pelas cargas da argila e pelos carbonatos, tal como verificou
HAUTER & MENGEL (1988) em um estudo realizado na rizosfera de plantas de Trifolium
pratens cultivadas em solos de diferentes texturas, na presenca ¢ auséncia de calcario. Foi
verificado neste estudo que o tamponamento do solo rizosférico foi o principal responsavel
pela neutralizagdo dos protons excretados pelas raizes, sendo no solo arenoso obtida a
diferenga de 1 ponto de pH entre a rizosfera e o solo e no argiloso ndo detectadas diferengas
importantes entre os valores de pH destes dois compartimentos.

Para HINSINGER (2003) a influéncia do poder tampao do solo sobre as varia¢des de
pH promovidas pelas raizes estd relacionada a existéncia de diversos elementos capazes de
reagir com os protons liberados, através das reacdes de troca de cations (CTC),
protonagdo/desprotonacdo de grupos de acidos fracos e dissolugdo ou precipitacdo de minerais
do solo em reagdes que consomem ou produzem H'. No entanto, as variagdes podem assumir
magnitudes consideraveis de acordo com a composi¢do do solo, podendo ser minimas em
solos arenosos e maximas em solos calcérios devido ao consumo de H' pelos carbonatos.

A diminui¢do da nodulacdo do feijoeiro adubado com amoénio (acidificante), cultivado
em areia e sem neutralizante (experimento 2) pode ser explicada pela diminui¢do do pH da
rizosfera prejudicando a colonizagdo por bactérias que tipicamente preferem ambientes
neutros e alcalinos (MARSCHNER et al., 1999). Apesar das altas doses de amoénio inibirem a
nodulagdo também no experimento com neutralizantes (experimento 3), a presenga destes
produtos amenizou a acidificacdo da rizosfera e a inibig¢do da nodulagdo em relacdo as
testemunhas sem neutralizantes. Neste trabalho, ndo foi realizada a avaliagdo da populacdo
microbiana da rizosfera, no entanto a inibi¢do da nodulaggo indica a redugéo da atividade do
rizobio neste ambiente.

MARSCHNER et al. (1999) mencionam que além do efeito direto na atividade do
rizobio a alta concentragdo de H' na rizosfera ou no apoplasto, neste caso promovida pelas
altas doses de amodnio, promove a retencdo de exsudatos pela planta, podendo também
prejudicar a atividade de microorganismos na rizosfera. Nesta mesma linha de raciocinio
SMILEY & COOK (1973) constataram um efeito positivo da acidificagdo promovida pelo
amonio sobre o controle do fungo Ophibolus graminis, microorganismo intolerante as
condigdes acidas, na rizosfera de trigo. No trabalho destes autores a aplicacdo de calcario e a
consequente elevagdo do pH reduziram o efeito do amonio como controlador da doenga.

Os dados desta tese mostram claramente a existéncia de relagdes substanciais entre as
variagdes de pH da rizosfera ¢ a inibigdo da nodulagdo, especialmente nas doses baixas e
intermedidrias de nitrogénio mineral. Entretanto, nos resultados de todos os experimentos fica
evidente que nas mais altas doses de nitrogénio (120 e 240 kgN ha!), dificilmente praticadas
em lavouras nacionais de feijdo, o pH rizosférico passou a ndo ser o principal fator prejudicial
a nodulacdo. Ainda assim, a presenga dos neutralizantes de acidez possibilitou a ocorréncia
das maiores doses de nivel critico do nitrogénio para a inibi¢ao total da nodulag@o.
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5.2. Aplicacao do Nitrogénio Via Foliar, Nodulacio e pH da Rizosfera

No experimento em solo ¢ com neutralizantes de acidez (experimento 3) houve a
inclusdo de agentes capazes de consumir cargas produzidas na rizosfera com o propoésito de
melhor explicar as associacdes entre as variagdes de pH da rizosfera e a magnitude da
nodulagdo do feijoeiro. No experimento 5, o efeito do balango idnico vegetal, através da
extrusdo de H/OH™ na rizosfera, na nodulagio foi avaliado através da aplicagdo do nitrogénio
via foliar, evitando o contato direto do nitrogénio com o rizébio e o efeito direto nas raizes.

Previamente, foi feita uma avaliagdo das variagdes de pH da solugdo nutritiva de
plantas que receberam N via foliar (experimento 4), através de medigdes em diversas épocas
apos a aplicacdo na folha das mesmas fontes e concentracdes de nitrogénio. Neste ensaio, nao
foi feito o controle do pH da solugdo nutritiva, uma vez que o objetivo do estudo foi
investigar as suas variagdes a partir da aplicacdo das diferentes fontes de N via foliar. Foi
observada, no experimento 4, progressiva acidificacdo do meio externo as raizes para todos os
tratamentos. Entretanto, observou-se que nas plantas adubadas com nitrogénio na forma de
nitrato a acidificagdo da solugdo nutritiva foi amenizada em relagdo as plantas supridas com
fontes amoniacais, mostrando que independente do 6rgdo de absor¢do do nitrogénio a
rizosfera tem o pH alterado pelo metabolismo vegetal deste elemento.

A deficiéncia nutricional nas plantas que ndo receberam nitrogénio ¢ apontada como o
principal agente intensificador do processo de acidificagdo da solucdo nutritiva. A liberagio
de éacidos organicos pelas raizes ¢ descrita por JONES (1998) como uma das principais
respostas das plantas ao estresse por deficiéncia de minerais. No caso do feijdo comum
(Phaseolus vulgaris) HUNGRIA et al. (1991) relatam que a deplegéo total do nitrogénio nas
reservas da semente ocorre por volta dos 15 DAE, onde ¢ fundamental a presenca do
nitrogénio no solo ou o funcionamento dos nddulos para as plantas dependentes,
exclusivamente, da fixagdo biologica do nitrogénio atmosférico.

No experimento realizado em areia (experimento 5) foi verificado aos 10 dias apos a
emergéncia que o amonio foi a fonte de nitrogénio que mais acidificou a rizosfera do feijoeiro
¢ que mais inibiu a nodulagdo. Em relacdo as alteracdes de pH do meio externo as raizes estes
resultados estdo de acordo com as variagdes observadas no experimento em solugdo nutritiva
e em relagdo a nodulagdo os resultados do experimento 5 possuem relacdo direta com os
experimentos em areia e solo (experimentos 2 e 3), onde as maiores inibicdes foram
encontradas nas plantas supridas com amonio.

Os resultados do experimento 5 indicam, além da estreita relagdo existente entre a
inibicdo da nodulagdo e a presenga de nitrogénio metabolicamente disponivel fornecido as
folhas, a necessidade da planta em balancear-se eletricamente liberando na rizosfera cargas
correspondentes as cargas dos ions absorvidos pela folha. A relagdo entre as modifica¢des do
pH ¢ o processo de inibigdo da iniciagdo da nodulacdo mostra-se consistente quando é feito
um comparativo entre as quatro fontes de nitrogénio no que diz respeito as variagdes do pH da
rizosfera ¢ o nimero de nddulos. No comparativo entre as plantas supridas com nitrato e
plantas sem nitrogénio nota-se que estas Ultimas apresentaram maior numero de nodulos
radiculares mesmo com a geragdo de valores de pH inferiores aos das plantas com nitrato.
Este resultado novamente indica a participagdo de outro efeito inibitorio do nitrogénio sobre a
nodulagdo que independe das varia¢des pH, assim como verificado nos outros experimentos.
Como o processo de fixacdo biologica do nitrogénio ¢ diretamente ligado a deficiéncia de
nitrogénio sendo estimulado por isto, talvez explique esta separagao de efeitos.

As relagdes entre aplicagdo de substincias via foliar e alteracdes na rizosfera,
observadas nestes experimentos com aplicagdo de nitrogénio via foliar, sdo investigadas ha
varias décadas. Alteragdes na atividade de microrganismos na rizosfera foram estudadas por
pesquisadores da area de microbiologia, que verificaram em alguns casos a possibilidade de
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modificar a dindmica microbiologica da rizosfera através da aplicacdo foliar de produtos
como fungicidas (HALLECK & COCHRANE, 1950), micronutrientes (RAMACHANDRA
REDDY, 1968) e uré¢ia (VRANY, 1974; RAMACHANDRA-REDDY, 1959). A aplicagdo de
uréia via foliar em plantas de trigo cultivadas em um solo contaminado pelo fungo Fusarium
sp. resultou na redugdo da populagdo do fungo na rizosfera, além de terem ocorridos
aumentos nas populacdes de bactérias (VRANY, 1972).

Em uma analise comparativa entre sorgo e crotaliria BALASUBRAMANIAM &
RANGASWAMI (1973) notaram que a aplicacdo de NaNOs3 (0,1%) via foliar aumentou o
teor de aminodcidos na rizosfera da leguminosa e alterou qualitativamente os aglcares
liberados pela planta, o que supostamente foi o principal fator para incrementar a populacdo
de bactérias fungos e actinomicetos na rizosfera de ambas as espécies vegetais estudadas.
RANGA RAO et al. (1972) aplicaram o regulador de crescimento morfactina nas folhas de
plantas de pimentdo e observaram que a populacdo fingica da rizosfera foi fortemente
reduzida nas mais altas dosagens, cujo efeito foi associado ao retardo no crescimento das
raizes laterais e as alteragdes nos padrdes dos exsudatos. Estes autores atribuiram os efeitos da
aplicagdo de substancias na folha sobre variagdes na atividade de microorganismos mais as
produgdes de diferentes compostos pela planta, ¢ liberacdo dos mesmos na rizosfera, do que
aos possiveis efeitos do pH ocorridos nesta regido.

A ac¢do da acidez da rizosfera sobre a redugdo da nodulagdo pelo rizobio foi, na
presente tese, muito possivelmente, associada a sensibilidade do microorganismo a esta
condi¢do ambiental desfavoravel para a sobrevivéncia e colonizagdo desta regido pelo
microorganismo (MIGUEL & MOREIRA, 2001; VARGAS & GRAHAM, 1988; GRAHAM
& VANCE, 2000, ANDRADE et al., 2002). A acidificacdo da rizosfera devido a aplicagdo de
amoOnio via foliar, por sua vez, possui relagdo com o balango i6nico vegetal, processo que leva
em conta o equilibrio das cargas internas da planta, considerando a planta inteira (ALLEN et
al., 1988), para que a eletroneutralidade vegetal seja mantida.

A explicagdo para as diferentes variacdes de pH da rizosfera de plantas supridas com o
nitrogénio aplicado via foliar estd relacionada as interagdes existentes entre o sistema
radicular e a parte aérea, que ocorrem constantemente no tocante ao equilibrio de cargas em
um processo que possui participagdo direta do nitrogénio associado a ions como o potéssio e
compostos organicos como o malato. TOURAINE et al. (1992) mostraram em plantas soja a
interacdo raiz/parte aérea em relagdo a absorgdo de nitrato do solo e o transporte de malato
para a raiz, quando verificaram que a absor¢do nitrica ¢ controlada pela assimilagcdo de N nas
folhas, que também controlam a produgdo e transporte de malato e seu transporte para as
raizes pelo floema.

Em relag@o ao balanco de cargas estes autores concluem sobre a hipotese que quando
o nitrato ¢ reduzido na folha a alcalinizago resultante faz com que seja produzido malato para
manter a eletroneutralidade celular. O malato ¢é translocado pelo floema e quando
descarboxilado na raiz produz HCOs,, excretado a rizosfera para equilibrar desbalango
anionico promovido pela absor¢do de nitrato. YAMADA (2002) cita que o malato ¢
transportado para as raizes acompanhado de um K" e na descarboxilagdo passa a piruvato e
HCOs.

De acordo com KIRKBY & KNIGHT (1977) a distribuicdo das cargas em toda planta
de tomate foi acompanhada pela absor¢do de nitrato, taxa de acimulo de anions e taxa de
liberagdo de OH na solugdo nutritiva. O acumulo de anions na planta, promovido pelo
aumento do nitrato na solu¢do, foi mais evidente na parte aérea do que na raiz. Foi gerado um
acumulo de anions organicos na parte aérea, que normalmente ¢ balanceado por cations
acompanhando o nitrato, com destaque para o potassio.

As relagdes entre parte aérea e sistema radicular envolvendo transporte de ions e
compostos organicos, sob a a¢do do balango idnico da planta, explicam a correlagdo ocorrida
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entre a aplicacdo de nitrogénio foliar e as alteragdes no pH da rizosfera e destas com a
magnitude da nodulagdo. Acredita-se, por exemplo, que o conjunto de mecanismos pelos
quais o nitrato aplicado via foliar promoveu a alcalinizagdo da rizosfera e permitiu maior
nodulagdo do que nas plantas com amodnio seja 0 mesmo ocorrido com o nitrato aplicado pela
raiz e reduzido na folha, local predominante para a redug@o do nitrato (KIRKBY & KNIGHT,
1977; IMSANDE & TOURAINE, 1994).

No caso do amdnio, quando fornecido as folhas das plantulas de feijdo provocou
acidificacdo da rizosfera e reduziu o nimero de nédulos. A explicagdo fisiologica para este
efeito esta relacionada aos decréscimos do pH apoplastico de plantas supridas com amdnio via
foliar, fato verificado por MUHLING & LAUCHLI (2001) quando testavam vérias formas de
aplicacdo de diferentes fontes de N em plantas de feijao e milho. Outra observagdo destes
autores, foi que a partir da aplicagdo de nitrato e amonio na solugdo nutritiva foi detectado nas
folhas elevagdo do pH apoplastico na presenca da fonte nitrica e acidificacdo com a fonte
amoniacal, concluindo que a atividade da Nitrato Redutase (NR) da raiz foi responsavel pelas
concentracdes de nitrato e variagdes do pH foliar. Ja o gas amonia fumigado na folha gerou
uma resposta bifasica, ou seja, uma alcalinizagdo seguida de acidificagdo. Para YIN et al.
(1998) a alcalinizagdo do citossol e vacuolo das folhas submetidas ao gas amonia foi causada,
em seu trabalho, pela solucio e protona¢do de NH3 ™ nos compartimentos aquosos de folhas.

A assimilagdo foliar da amodnia em plantas de cevada e espinafre resultou em
alteragdes citossolicas dos teores de aminoacidos (incremento) e sacarose (reducgdes),
correlacionadas com as variagdes ocorridas no apoplasto ¢ na seiva do floema (LOHAUS &
HELDTH, 1997), onde se acredita que sejam geradas alteragdes nas propriedades
eletroquimicas da raiz e da rizosfera. Nestes trabalhos foi mostrado que as folhas podem
absorver o amoniaco atmosférico e utilizd-lo como uma fonte de nitrogénio (FARQUHAR et
al., 1980), em um processo onde a planta incorpora a amdénio em aminoacidos através do
complexo GS/GOGAT (BERGER et al., 1986).

O uso da uréia, assim como de nitrato de amodnio, proporcionou redugdes no pH da
areia da rizosfera do feijoeiro menos impactantes do que as obtidas com o uso de amonio, o
que ndo foi uma surpresa considerando o seu metabolismo em relagdo ao do ion amoniacal. E
comum a utiliza¢do de uréia via foliar em solugdes com concentracdes na ordem de 2% em
plantas de feijao (ALVIM, 1960), sendo normalmente utilizada como fonte complementar de
nitrogénio. A uréia aplicada ¢ rapidamente absorvida e no citoplasma passa pela hidrolise que
libera NH3", cuja protonagdo alcaliniza o pH citoplasmatico (WITTE et al., 2002).

Embora sejam poucas as informagdes referentes aos efeitos da assimilagdo foliar da
uréia sobre possiveis variagdes quimicas e¢ bioldgicas na rizosfera, presume-se aqui que
mesmo promovendo uma alcalinizagdo inicial, seja possivel o surgimento de uma acidificacdo
posterior, tal como mencionado para a amdnia fumigada nas folhas, por se tratar da entrada na
planta de um ion de carga positiva, necessitando da liberacdo de uma molécula de carga
similar para a planta equilibrar-se ionicamente. No caso do nitrato de amonio o pH da
rizosfera foi estatisticamente igual ao da testemunha sem nitrogénio, explicado pelo fato desta
ser a fonte eletricamente estavel de nitrogénio, com a presenca de um ion de nitrato e um ion
de amonio.

Em relagdo ao tratamento sem N mineral, onde o N> atmosférico surge como a unica
possivel fonte de N para as plantas inoculadas, os baixos valores de pH foram promovidos
pela planta que ao assimilar biologicamente o N, libera excessos de cargas positivas na
rizosfera em relacdo as negativas gerando acidificacdo neste ambiente (JARVIS & ROBSON,
1983; ALLEN et al., 1988; TANG et al., 1997).

Vale ressaltar também que, pelos dados apresentados nos tltimos ensaios, as variagdes
de pH ocorridas na rizosfera e atribuidas aos efeitos do balango de cargas da planta quando
submetida fontes catiénicas ou anidnicas de nitrogénio estdo associadas tanto ao processo de
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absor¢do do nitrogénio, verificadas através da extrusdo de H" ou OH em plantas com N
aplicado nas raizes, quanto com o processo de assimilagdo foliar do N. Neste caso,
posteriormente a sua incorporagdo em estruturas organicas alguns processos metabdlicos,
como a descarboxilacdo de acidos organicos, ocorrem para que cargas excedentes sejam
liberadas pela raiz, 6rgdo que possui entre outras fungdes a de excretar diversos ions,
compostos e substancias no meio externo (HINSINGER et al., 2003)

E importante mencionar ainda que como as variacdes de pH da solugio nutritiva
iniciaram-se logo nas primeiras horas apos a aplicagdo do nitrogénio via foliar, muito
provavelmente o nitrogénio alterou as condi¢des eletroquimicas da rizosfera, afetando o
processo de aproximacdo do rizobio a rizosfera e, consequentemente, influenciando a
formac@o de nodulos.

5.3. Cultivo em areia com a presenca do vanadato - inibidor da bomba de prétons

A ultima variagdo experimental realizada foi a inclusdo do vanadato como inibidor da
bomba de proton H-ATPase, devido a possibilidade de reduzir a absor¢do de ions minerais
como o N (HOWITT & UDVARDI, 2000; MCCLURE et al., 1990). Na presenca do
vanadato, a aplicagio de altas doses de amonio (240 kgN ha') ndo permitiu a acidificagio da
rizosfera (Tabela 45) e possibilitou ainda o surgimento de nddulos (Tabela 38), mesmo que
em baixas quantidades e tamanhos reduzidos, situagdes nao verificadas no experimento em
areia sem vanadato (experimento 2). Na literatura ¢ conhecido que altas concentracdes de N
mineral no meio de crescimento de plantas fixadoras de N inibe a nodula¢do (JACOB et al.,
1998; KOHLS & BAKER, 1989; DUSHA et al, 1989; TRUCHET & DAZZO, 1982;
ZAHRAN, 1999; BANDYOPADHYAY, et al., 1996). Porém, nao sdo esclarecidos os efeitos
das concentracdes de nitrato e amonio nas alteragdes do pH rizosférico e destas alteragdes na
aproximacdo do rizobio e na nodulagdo, principalmente considerando que a absor¢do do
nitrato promove a alcalinizagdo ¢ do amoénio a acidificacdo da rizosfera (JACOB NETO,
2003; RAVEN et al., 1990; CARVALHO et al., 2005). As variagdes de pH rizosférico devido
as fontes de N testadas neste ensaio estdo fundamentadas no balanco i6nico da planta, que
para compensar seu desbalango elétrico, ocasionado pela absor¢cdo de um excesso de carga,
excreta ions de carga equivalente na rizosfera, alterando o pH desta regido (HINSINGER et
al., 2003).

O presente experimento verificou no feijoeiro a dose de nitrato ¢ de amdnio capaz de
inibir totalmente a nodula¢do e¢ a dose capaz de permitir 80% da maxima nodulag¢do (aqui
denominada dose de convivéncia). Para melhor entender os efeitos da absor¢ao das fontes de
N no pH rizosférico, e por conseqiiéncia na nodulacdo, foi introduzido o vanadato para
reduzir a absor¢do do N (através da inibigdo da bomba de protons) e diminuir os efeitos do N
nas variacoes de pH da rizosfera. Diversos estudos envolvendo a absor¢do do N mineral,
especialmente os que envolvem os efeitos associados a este processo, t€ém utilizado o
ortovanadato (HVO4?) como inibidor das H*-ATPases (bombas de protons). As bombas de
H" sdo enzimas transmembranares que possuem capacidade de hidrolisar o ATP para produzir
energia ¢ um gradiente eletroquimico na membrana. Este gradiente estd diretamente
envolvido em mecanismos fundamentais para o desenvolvimento vegetal, como o de
transporte de H' e, conseqiientemente, a energizagdo do sistema de translocagdo de ions pela
membrana, que ¢ fundamental para absorc¢do de nutrientes como o N (RODDA et al., 2006).

Verificou-se neste 6° experimento desta tese, aos 10 DAE e para ambas as fontes de N,
que as maiores doses de NC foram obtidas na presenga de 115 kgVO™ ha™!. No entanto, ficou
claro que nas plantas aos 10 DAE o pH rizosférico teve pouca influéncia na nodulagdo, uma
vez que sem o vanadato foram observadas as mesmas doses de NC para nitrato e amonio,
sendo que estas fontes de N geraram diferentes valores de pH nestas dosagens. Embora seja
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conhecido que a acidez seja um dos principais fatores responsaveis por reduzir a nodulagdo e
a FBN (MARSCHNER, 1991; MIGUEL & MOREIRA, 2001; OLIVEIRA & PAVAN, 1996)
os dados mostram que no feijoeiro com 10 DAE este efeito ndo foi o mais expressivo para
limitar a nodulagdo. Neste caso, estima-se que as plantas supridas com as altas doses de
nitrato ¢ amoénio sofreram os mesmos mecanismos inibitorios independentes do pH (ndo
mensurados no trabalho).

O efeito das fontes de N na nodulagdo foi mais evidente nas plantas coletadas aos 20
DAE. No tratamento sem vanadato foi verificada a maior dose de NC na rizosfera mais
alcalinizada pela presenca do nitrato do que na rizosfera acidificada pela presenca do amdnio.
Este raciocinio esta de acordo com o de outros autores, que mencionam que no impacto da
acidez na produgio de nodulos ¢ FBN devem ser incluidos problemas ocorridos na interagdo
entre a planta e o rizobio ao nivel da regido da rizosfera (CAMPANHARO, 2006;
MARSCHNER et al., 2004). Nota-se também aos 20 DAE que tanto no nitrato quanto no
amonio foram observadas as maiores doses de NC nas rizosferas mais alcalinizadas devido a
presenga do vanadato em relagdo as testemunhas sem vanadato, sendo no caso do nitrato a
dose de vanadato 230 kgVO™ ha™! e no caso do aménio a dose 115 kgVO™ ha!. Foi verificado
que o vanadato bloqueou a extrusdo de prétons na rizosfera mesmo nas plantas supridas com
as mais altas concentracdes de amonio, possibilitando aumentar a dose de NC. Neste
experimento também foi verificado que na presenga do vanadato a aplicagdo de altas doses de
amonio (240 kgN ha') ndo acidificou a rizosfera e foram observados alguns nédulos,
corroborando com SANTOS (2006) que menciona que na presenga do vanadato normalmente
ndo se verifica a acidificagdo desta regido.

Em relagdo as doses de convivéncia do N com a nodulacdo, nas plantas coletadas aos
10 DAE foi verificado, em geral, que 40 kg ha'! foi a quantidade de N que permitiu que a
nodulagdo se expressasse em 80% do potencial maximo, seguindo os modelos matematicos
utilizados. Para as doses de convivéncia, as diferengas mais expressivas entre o nitrato e
amoénio e entre as doses de vanadato foram observadas nas plantas coletadas aos 20 DAE.
Entre as fontes de N (plantas sem vanadato), notou-se que a dose de convivéncia do nitrato foi
superior & do aménio. No caso do nitrato, na dose de vanadato 230 kgVOs ha'! houve a maior
dose de convivéncia no maior valor de pH rizosférico obtido. As plantas crescidas com
amonio ¢ com 115 kg ha'! de vanadato tiveram maior dose de convivéncia e de NC, em maior
valor de pH rizosférico, em relacdo as plantas testemunhas sem vanadato.

E importante destacar que o mecanismo fisiolégico do vanadato em ndo permitir que a
rizosfera seja acidificada mesmo com elevadas doses de amonio, estd relacionado a inibicao
da atividade de ATPases ligadas ao transporte de ions, por formar compostos intermediarios
durante as reagdes dependentes de ATP (O’NEILL & SPANSWICK, 1984). A inibi¢cdo ocorre
porque o HVO4? ¢ um ion analogo ao HPO4? e compete com o fosfato do ATP pelo sitio de
fosforilagio do 4cido aspartico da enzima (SANTOS, 2006). Como as H'-ATPases sdo
dirigidas pela hidrélise de ATP, na presenga do ortovanadato ¢ formado um intermediario
aspartilfosfato em seu ciclo de reagdo (GARRIDO & BALDANI, 2005), porém sem a geragao
da energia suficiente para a plena ativacdo da bomba de protons como a ocorrida na hidrolise
do ATP.

A aquisi¢do das formas de N mineral nitrato e amonio pela planta necessita da
atividade da H™-ATPase. Na absor¢do de amonio o influxo na célula vegetal é retardado pela
inibicdo das H'-ATPases da membrana plasmatica, sendo o equilibrio de cargas entre o
citoplasma e ao apoplasto compensado mediante a excre¢do de H' pela ATPase (HOWITT &
UDVARDI, 2000). Assim sendo, a liberacio de H' devido ao metabolismo do amonio
promove acidificagdo da rizosfera (JACOB NETO, 2003; HINSINGER et al., 2003), porém
na presenca do vanadato normalmente ndo se verifica a acidificacdo desta regido (SANTOS,
2006). No caso do nitrato a absor¢do no mecanismo simporte com um proton (NOs/H") exige
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a atividade da ATPase para que seja mantida polarizada a membrana plasmatica (MCCLURE
et al., 1990).

Neste experimento ficou clara a relagdo entre o pH da rizosfera e a nodulagdo,
especialmente pelo bloqueio das bombas de protons pelo vanadato na presenca das altas doses
de amonio, resultando em ndo acidificagdo da rizosfera e otimizando a nodula¢do. Entretanto,
as altas doses de nitrato elevaram o pH e também inibiram a nodulagdo, sugerindo novamente
a existéncia de outros possiveis mecanismos, ndo mensurados, ligados ao efeito das altas
concentragcdes do nitrato na nodulagdo. Acredita-se que, assim como a aproximagdo do
rizobio, estes fatores também estejam ligados ao processo inicial de formacdo de nodulos, tais
como a sinalizac¢do entre o rizobio e a planta, deformagdo dos pélos radiculares e a formacao
do cordao de infecgdo.

Em relacdo ao trabalho desenvolvido nesta tese, ndo foi encontrado na literatura o
principal fato aqui relatado, de que a fonte amdnio afeta o processo de nodulagao do feijoeiro
por exercer efeito direto na acidificacdo da rizosfera. Embora existam diversos mecanismos
inibitorios a nodulagdo descritos na literatura, este trabalho de tese demonstra pela primeira
vez este efeito inibidor a nodulagéo.
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6. CONCLUSOES

- O amonio foi a fonte de N que mais salinizou o substrato areia sem planta, mas a mais alta
dose (240 kgN ha!) ndo gerou niveis salinos criticos a sobrevivéncia do rizobio.

- A cultivar Ouro Negro produziu mais nédulos que a cultivar Rio Tibagi, independente da
fonte de N utilizada.

- As duas cultivares testadas alteraram similarmente o pH rizosférico, independente da fonte
de N utilizada.

- O amonio foi a fonte de N que mais acidificou a rizosfera, mais inibiu a nodulacdo e
proporcionou a menor dose de nivel critico e a menor dose de convivéncia.

- A inibicdo da nodulagdo causada pelas altas doses de nitrato parece ndo estar associada
somente ao cfeito da liberagdo de OH™ na rizosfera.

- Houve efeito do poder tampao dos solos nas variagdes de pH rizosférico e na nodulagdo do
feijoeiro, sendo no solo com mais argila encontrada maior acidificagdo e menor nodulacao.

- A alga lithothamnium e o calcario atenuaram a acidificacdo da rizosfera causada pelo uso de
amonio, permitindo otimizar a nodulagdo do feijoeiro crescido com esta fonte de N.

- A aplica¢do de N via foliar influenciou o pH da rizosfera e a nodulagdo, onde as fontes
contendo amonio acidificaram mais e afetaram mais a nodulagdo, associando a extrusio de H*
a nodulacdo do feijoeiro.

- A presenga do vanadato atenuou a acidificagdo da rizosfera causada pelas doses elevadas de
amonio e permitiu a nodulagio, associando novamente a extrusio de H" a nodulagio.

- Em geral, a inibicdo da nodulag¢do teve relacdo com as variagdes de pH da rizosfera

promovidas pelas fontes de N. Porém, nas altas doses de N acredita-se na acdo de mecanismos
inibitorios ndo detectados pelas metodologias analiticas utilizadas.
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