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XI
RESUMO

O trabalho de Tese foi dividido em trés capitulos e dois anexos. O primeiro capitulo
(“Extrusdo de prétons na rizosfera de diversas leguminosas tropicais adubadas com NOs’,
NH;" ou noduladas (N») avaliadas in vivo através de méodos semi-quantitativos’) teve o
objeto de investigar o potencia de acidificacdo da rizosfera, através da extrusdo de protons,
utilizando a metodologia qualitativa de Marschner et al ( 1982; 1983). As plantas foram
cultivadas em casa de vegetacdo, em mini-rizotrons, sendo que em torno de 30 dias apds 0
plantio foram avaliadas.

O método demonstra-se eficiente e indicado para determinagdes preliminares,
relativamente répidas, quando trabalha-se com grande nimero de plantas e desgase
caracteriza-las em grupos de maior, média ou menor capacidade de extrudir prétons e
acidificar a rizosfera. Foram propostas modificagcbes na metodologia, tanto no tocante ao
tipo de mini-rizotrons, quanto na proposi¢cdo de uma metodologia semi-quantitativa, a qual
demonstrou-se rapida, eficiente e adequada aos objetivos do presente trabalho. As espécies
que apresentaram elevada acidez rizosférica, quando noduladas (tratamento N,) foram as
seguintes: Vigna unguiculata; Vigna mungo; Dolichos lablab; Lupinus albus; Trifolium
subterraneum, Pueraria javanica; Arachis hypogae; Mucuna aterrima; Canavalia
ensiformes,; Calopogonium mucunoides. Neste capitulo, também foi utilizado o Eletrodo de
Antimdnio (Sb) para algumas medi¢des mais precisas, em determinados sitios da rizosfera
das leguminosas in vivo. A construcéo e utilizacdo deste eletrodo € descrita no anexo 1 da
presente tese.

No segundo capitulo (“Baanco cation-anion: sua relagdo com a cinza acalina e a

extrusdo de prétons em dez leguminosas tropicais noduladas’) foram cultivadas 10 espécies
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de leguminosas, em vasos de quatro quilogramas de amostras de solo, em casa de
vegetagcdo. Tratou-se de quantificar a extrusdo de prétons e a acidificaco da rizosfera,
através dos métodos convencionais, isto € medindo-se o pH do rizoplano, do rizocilindro e
do solo. Foi também determinado o teor dos cations e anions do tecido vegetal, para
efetuar o balanco cétions -anions (C* - A") e comparar com os valores de cinza alcaling, ja
que na bibliografia, h& uma correlacéo entre estes parametros, o que nédo verificou-se em
nossas condi¢tes. Todas as dez espécies testadas promoveram a acidificagcdo da rizosfera,

sendo que Canavalia ensiformes apresentou a maior acidificacgao.

No terceiro capitulo (“Eficiéncia de quatro leguminosas tropicais noduladas no
aproveitamento de fosforo a partir de fosfato de rocha de Patos’) foram cultivadas quatro
espécies, em casa de vegetacdo, em vasos de quatro quilogramas de amostra de solo, onde
testou-se 0 aproveitamento do fosfato de rocha, das espécies, que foram escolhidas a partir
do primeiro e segundo capitulos, isto €, agquelas que promoveram boa resposta com relacdo
aextrusdo de protons e a acidificacéo darizosfera. Foi utilizado o fosfato de rocha de Patos
(MG), em diferentes doses (0, 40, 80 e 160 kg.ha') e uma dose de 80 kg.ha™ de super
fosfato triplo). As espécies testadas foram Canavalia ensiformes, Canavalia brasiliensis,
Mucuna aterrima e Mucuna deeringiana. N&o houve efeitos das doses e fontes de fésforo
na producdo de matéria seca. O fosforo parece ndo ter limitado o crescimento das plantas
até o momento da coleta. Desta forma, como tratou-se de um experimento de casa de
vegetacao, recomenda-se a realizagdo de experimentos de maior duragéo e em condicdes
de campo, para que sgjam obtidas respostas conclusivas referentes ao aproveitamento do

fosfato de rocha pelas leguminosas.



X1l
No anexo 1 (“Eletrodo de Antiménio (Sb): construcdo e utilizagdo no

monitoramento do pH da rizosfera de plantasin viva’) € descrita a construgéo e a utilizacgo
deste eletrodo no monitoramento do pH rizosférico de plantas in vivo. Os resultados
obtidos com o eletrodo de antimdnio(Sbh)-calomelano, comparados com o0s métodos
colorimétricos e com a calibracdo com tamples especidmente desenvolvidos para a
afericdo de pHmetros, medidos também com eletrodos de vidro-calomelano, permitem
concluir que o Eletrodo de Antiménio (Sb) apresentou bons resultados e é adequado as
medidas de pH in vivo, na auséncia de solucdes problema, como é o caso da interface solo-
raiz, em mini-rizotrons.

No anexo 2 (“H" extrusion and organic-acid synthesis in No-fixing symbioses
involving vascular plants, New Phytologist, 114, 369-389, 1990) foi apresentado este
trabalho de revisdo, pelo Dr. John Raven (Universidade de Dundee, Escécia, RU) do qual o
autor da presente tese e seu principa orientador (Dr. Avilio Anténio Franco) participam

como co-autores, também participou o Dr. Jorge Jacob-Neto (DF-1A-UFRRJ).
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ABSTRACT

This thesis was divided in three chapters and two annenxes. The first chapter
(“Proton extrusion in the rhizosphere of several tropical leguminous plants fertilized with
NOs, NH;" or nodulated (N;) assessed in vivo with semi-quantitative methods’) was
designed to investigate plant’s rhizophere acidification power, using the qualitative
methodology of MARSCHNER et al (1982) and MARSCHNER and ROMHELD, (1983).
The plants were cultivated in mini-rhizotrons and 30 days after planting they were
evaluated.

It was demonstrated that the method fits with large screening experiments, with
many species, for just a first characterization, separating plants in three goups. strong,
moderated and weak acidification power. There were proposed improvements on the
qualitative method of MARSCHNER et al. (1982) and MARSCHNER and ROMHELD
(1983) for a semi-quantitative approach.

Species that presented higher levels of rhizosphere acidification at N, treatment
were: Vigna unguiculata; Vigna mungo; Dolichos lablab; Lupinus albus; Trifolium
subterraneum, Pueraria javanica; Arachis hypogae; Mucuna aterrima; Canavalia
ensiformes, Calopogonium mucunoides. In this chapter it was also used an antimon-
electrode to measure in vivo rhizosphere pH. The construction and utilization of this
electrode is described at anneex 1.

In the second chapter (“Cation- anion balance: it’s relation to the ash akalinity and
to the proton extrusion in nodulated tropical legumes’). Ten species were cultivated in pots
(4.0 kg of soil samples) in a greenhouse experiment. Proton extrusion was assessed

through conventional methods, i.e., rhizoplane, rhizocylinder and bulk soil pH measures.
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Plant tissue cations and anions were determined (to maker the C* - A") and the results were

compared with ash akalinity. There are data that support close relationship of C" - A" and
ash alkalinity, allthoug not confirmed on results presented hier. All species tested acidified
their rhizospheres and Canavalia ensiformes gave best acidification results.

In the third chapter (“Patos rock phosphate utilization efficiency of nodulated
tropical legumes’) it was researched the ability of four tropical legumes in mobilizing
phosphorus from low available sources. The experiment was a greenhouse one, with
different treatments (0, 40, 80, and 160 kg.ha* of Patos rock phosphate and 80 kg.ha* with
super triple phosphate). The species tested were choosen from previus experiments and
were the following: Canavalia ensiformes, Canavalia brasliensis, Mucuna aterrima e
Mucuna deeringiana. Phosphorus seems not to be limiting plants growth and in this way it
is recommended that long run field experiments should be conducted to get conclusive
answers about the ability of these plants in mobilize phosphorus from Patos rock phosphate.

Annexe 1 “ Antimon-Electrode (Sb): construction and utilization for in vivo
rhizosphere pH evaluation” it is described the construction and use of this electrode (Sb) to
evaluate in vivo rhizosphere pH. Results obtained and compared with qualitative
experiments and with glass-calomel electrode against antimon-calomel electrodes, using
standard prepared buffers (from pH= 3,5 to pH= 8,0 in 0,5 to 0,5 pH scale) showed good
results for in vivo measures, where solutions probes are not available, as in the case soil-
root interfaces, in mini-rhizotrons.

Annexe 2 “H" extrusion and organic-acid synthesis in No-fixing symbioses
involving vascular plants’ (New Phytologist, 114, 369-389, 1990). It was presented a

scientific review, by Dr. John Raven (from the University of Dundee, Scotland, UK), with
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participation from the present thesis author and the principal thesis advisor (Dr. Avilio
Antonio Franco, Embrapa-Cnpab) aso participated, Dr. Jorge Jacob-Neto (DF-IA-

UFRRJ).



1. INTRODUCAO GERAL

A crise energética da década de setenta e a crise econdmica das décadas de oitenta
e noventa, levantaram sérias dlvidas sobre a sustentabilidade do modelo agricola
hegembnico, baseado na intensiva demanda de energia, proveniente, na maior parte das
vezes, de fontes ndo renovaveis, como 0 petrdleo. Por outro lado, o impacto ambiental
causado pelo uso indiscriminado de fertilizantes industrializados e pesticidas, tem levado os
cientistas e a sociedade, a busca de alternativas de producdo que sgjam viaves
economicamente e sustentaveis energeticamente, apresentando um menor impacto
ambiental e humano.

A abordagem cientifica mais avancada e adaptada a busca de model os agronémicos
equilibrados, vem dando énfase a utilizagdo de plantas e microorganismos eficientes na
mobilizacdo e na utilizacdo dos nutrientes. Os agroecossistemas precisam também ser
orientados, de forma a alcancar os objetivos conservacionistas e produtivos, acima
especificados.

Dentre os mecanismos biologicos, um que se destaca € o da fixacdo biologica de
nitrogénio do ar atmosférico. As quantidades de nitrogénio que podem ser introduzidas em
um agroecossistema via fixagdo biologica, sdo de tal ordem, que pode-se até prescindir da
compra deste importante insumo. No entanto, com relacdo ao fosforo, elemento bastante
escasso em solos do Brasil, a0 menos em termos de disponibilidade as plantas, ainda sdo

necessarios maiores estudos para assegurar a sua reciclagem e o fornecimento do nutriente,
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de forma segura, prescindindo das fontes solUveis e industrializadas de fésforo, as quais
demandam enormes quantidades de energia.

Estimativas recentes , GUERRA (1992), indicam que o cultivo continuado dos
cerrados brasileiros, usando-se uma dose anual de 40 kg de P,Os por hectare, esgotariam as

reservas brasileiras de fésforo em cerca de 100 anos. Sabe-se ainda, que 80 a 90%
dos superfosfatos aplicados aos solos tropicais tornam-se indisponiveis, principalmente
através da fixagdo em Oxidos e hidroxidos de auminio e ferro. Dessa forma, sistemas
agricolas que possam ser eficientes, tanto no aproveitamento do N, atmosférico, quanto na
mobilizagdo reciclagem e utilizagdo de fésforo, oriundos de fosfatos naturais, teriam
grande importancia no estabelecimento de agroecossistemas mais eficientes e adaptados as
condigdes predominantes no Brasil. A acidificagdo da rizosfera de plantas fixando
biologicamente o N, atmosférico, poderia também contribuir no aumento da eficiéncia do
uso de fosfatos naturais.

O objetivo do presente trabalho é : a) conhecer a resposta de diversas leguminosas,
com relacdo a intensidade de acidificacéo de suas rizosferas: b) estudar a relacéo entre a
acidificacdo da rizosfera, o balanco cétion-anion e a cinza acaina ¢) estudar a relacdo
entre a geracao da acidez na rizosfera das leguminosas e a mobilizagdo e o aproveitamento
de fosforo, a partir de fontes pouco sollvels, como de rochas fosfatadas de reservas

brasileiras.



2.CAPITULOI

EXTRUSAO DE PROTONS NA RIZOSFERA DE DIVERSAS
LEGUMINOSAS TROPICAIS CRESCENDO EM NO3, NH,"
OU NODULADAS (N;) AVALIADA in vivo ATRAVES DE
METODOS SEMI-QUANTITATIVOS



2.1 INTRODUCAO

A acidificacdo ou alcalinizacdo na rizosfera das plantas € comandada por diversos
fatores, entre os quais se destaca a forma iénica com que o nitrogénio é absorvido. A
assimilacéo do ion NH,; * no citoplasma celular produziria, pelo menos, um H por NH;"
assimilado, ao passo que a fixago de N, gerariaentre 0,1 € 0,2 H por N assimilado. Ja a
assimilagdo de NO3z™ consumiria um H por N assimilado. O excesso, tanto de H" quanto de
OH", dependendo da forma como o N € assimilado, sGo neutralizados através de
mecanismos como: carboxilagdo / descarboxilacdo; “pH stat” bioguimico ou através de
transporte até as raizes, onde ocorreria a extrusdo, conforme discutido por RAVEN e
SMITH (1976).

Na maior parte das plantas, cultivadas em solos aerados, a forma predominante de
nitrogénio que é absorvidaéo NO3z’, mas no caso das leguminosas, a forma predominante
€ o N, amosférico, via fixacdo simbidtica. Neste caso, ocorre um excesso de cargas
positivas, pois sendo o nitrogénio absorvido numa forma neutra (N2), 0 somatério de
cétions absorvidos excede 0 somatério de anions absorvidos, resultando num excesso de
cargas positivas, desencadeando o mecanismo de extrusdo de prétons, para reequilibrar o
pH citoplasmético das plantas (ISRAEL e JACKSON, 1978). Essa acidificacéo, devido ao
desequilibrio de cargas € a acidificacdo mais significativa, sendo ainda adicional aquela
gerada pela assimilacdo do N via fixagdo ssimbidtica (RAVEN et a. 1990).

Além dos aspectos fisiol 6gicos a acidificacdo da rizosfera também pode interferir na
mobilizacdo de nutrientes tendo, dessa forma, importancia agrondmica. A disponibilidade

de fésforo as plantas pode ser substancialmente afetada pela acidificacdo da rizosfera
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(BLAIR et a ., 1971; RILEY e BARBER, 1971; SMILEY,1974; SOON e MILLER,
1977; MARSCHNER et al ., 1982). Além disso, a solubilidade de fosfatos de rocha,
também pode ser aumentada pela extrusdo de prétons (AGUILAR e DIEST, 1981,
BEKELE et al ., 1983).

Embora o ciclo completo do nitrogénio no solo sgja neutro HELY AR (1976), pode
ocorrer aacidificagdo do solo cultivado com leguminosas, dependentes da simbiose como,
como relatado por HAYNES (1983) e NYATSANGA e PIERRE (1973). Essa acidificacéo
pode ocorrer, nos casos em gue parte da planta, ou gréos, sejam retirados do sistema. No
caso da adubagdo verde, guando toda a planta € incorporada ao solo, ndo h4 acidificagcdo, a
ndo ser pela remocdo do NO3- por lixiviagdo, ou entdo, erosdo (FRANCO e SOUTO,
1983).

Os trabalhos de NYATSANGA e PIERRE (1973), mostraram que uma fixagdo de

N atmosférico, de 270 kg de N por hectare, seria responsavel pela geracdo de uma acidez,
aqual necessitaria de 600 kg de CaCOs3 por hectare, para ser neutralizada.
No caso de plantas usadas para a adubacdo verde, em alguns casos, € possivel substituir a
adubacdo nitrogenada, pelaincorporacdo desse material ao solo, conforme demonstrado por
CHADA e DE POLLI (1988). Outros trabalhos tem evidenciado a capacidade das
leguminosas em mobilizar fosforo, a partir de fontes pouco sollveis, como os fosfatos de
rocha (SILVA et a ., 1985), permitindo entdo o aproveitamento do fésforo por outras
espécies, contribuindo para a melhoria da eficiéncia dos sistemas agricolas (AGUILAR e
DIEST, 1981).

As plantas apresentam variagdo com relagdo a capacidade de acidificar a rizosfera.

Segundo  MARSCHNER e ROHMHELD (1983); HAUSSLING, (1985) e
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ROMHELD(1986), essa diferenca depende da espécie vegetal, da variedade, da forma
iGnica da fonte nitrogenada, e do tampéo do solo em relacdo ao pH, entre outros fatores.
Mesmo entre as leguminosas, ocorrem variages, havendo espécies que, apesar de
adubadas com nitrato, ainda assm provocam acidificacéo na rizosfera, como no caso do
gréo de bico (MARSCHNER e ROMHELD, 1983), amendoim (SCHALLER e FISCHER,
1985), feijao-de-porco (ASHER e EDWARDS, 1983). RAVEN et al . (1990), apresentam
uma lista com diversas leguminosas, na qual € possivel observar diferencas em relagdo a
acidificacdo da rizosfera em diferentes espécies, submetidas a fixacdo biologica de N»
atmosférico.

E amplamente conhecido, o fato de que as leguminosas desempenham um
importante papel na manutencéo e melhoria da fertilidade dos solos. Esse fato se deve, a
incorporacdo de matéria organica e principamente de nitrogénio, aos sistemas agricolas.
No entanto, a possibilidade de que as leguminosas possam vir a contribuir para a melhoria
da fertilidade dos solos, com relacdo ao fosforo, foi levantada mais recentemente, por
diversos autores AGUILAR e DIEST (1981); GARDNER et al . (1982); BEKELE et al .
(1983); MARSCHNER (1985); MARSCHNER (1986) e SWART e DIEST (1987). Esse
efeito depende principalmente, da capacidade leguminosa em ser eficiente na mobilizagdo e
absorcdo do fésforo, a partir de fontes pouco soluveis.

Existem poucas informagdes a respeito do potencial de acidificagdo da rizosfera das
leguminosas tropicais, levantando-se inclusive a hipotese de que essas plantas gerariam
menos acidez do que as leguminosas de clima temperado (ANDREW e JOHNSON, 1976).
Torna-se necessario entdo, conhecer melhor 0 comportamento dessas espécies tropicais,

com relacdo a acidificacdo da rizosfera.
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Este trabalho teve o objetivo de avaliar a acidificacéo da rizosfera de diversas
leguminosas tropicais, com potencial para uso como adubo verde, utilizando-se da
metodologia de avaliagdo in vivo, desenvolvida por MARSCHNER et al . (1982);
MARSCHNER e ROHMHELD (1983). E proposto ainda um procedimento metodol 6gico

semi - quantitativo para a metodologia qualitativa, descrita pelos autores acima.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. As plantas foram cultivadas
em minirrizotrons, com capacidade para 1,0 kg de solo. Os minirrizotrons foram
construidos a partir do modelo de MARSCHNER et al . (1982), com adaptacles,
substituindo-se o “plexiglass’ por vidro sendo a armacdo adaptada a partir de FRITZSCH
(1989, comunicacdo pessoa). Consistia de um tubo de borracha transparente dobrada,
dentro do qual passava um fio de metal resistente mas dobravel, formando um arco entre
dois vidros. Cada vidro tinha 30 x 30 cm. Todo este conjunto era fixado com tiras de
borracha vulcanizada. Vejaa Figura 1.

Utilizou-se os 20 cm superficiais de solo Podzélico Vermelho-Amarelo - série
ltagual, com as seguintes caracteristicas: pH = 4,7 ; Al = 0,4 meq.100 gcm®; Ca = 2,3
meq.100 g cm®; Mg = 1,9 meq.100 cmi®; K = 47 ppm; P=2,1 ppm; C=0,75% e N =
0,058 %. O pH do solo utilizado foi corrigido para pH 6,2 com calcéreo dolomitico, através
de curva de calagem, para que ficasse compativel com a faixa de atuagéo do indicador de
pH utilizado na avaliagdo da acidez. Os demais nutrientes foram corrigidos na base de 120

kgha'! de K,0, paraK e180kg.ha de P,Os para P. Foi aplicada uma soluco nutritiva



Leguminosa

Fio de

. ' cobre

D Mangueira

plastica
\ com,
- fio de cobre
Solo (1,0 kg) no interior.

A

Borracha vulcanizada para
fixar o minirrizotron

Figura 1. Modelo de minirrizotron desenvolvido para o experimento

completa de micronutrientes, mais Mg e S. Os tratamentos constaram de trés fontes de
nitrogénio: NOs™ {Ca(NOs)2}; NHs" { (NH;")2S04} e N (fixagdo biolGgica de No com
rizobio especifico para cada espécie). O nitrogénio foi fornecido na dose de 66 mg N.kg*
de solo , correspondendo a aproximadamente 132 kg.N.ha*. A aplicacso do N foi dividida
em quatro doses, aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s o plantio. Para a extrapolacéo de kg de solo
para hectare, considerou-se 2,0 x 10° kg de solo em um hectare.

Os minirrizotrons foram dispostos em trés bandgas, uma para cada tratamento
nitrogenado, e em cada bandegja colocava-se 10 minirrizotrons em cada avaliacdo. Eles
eram dispostos de forma inclinada, procurando o angulo de 45° para permitir o
desenvolvimento radicular na interface solo/vidro. Apés cerca de 30 dias, 0s minirrizotrons

eram retirados das bandejas e colocados em posicdo horizontal. Os vidros eram ent&o
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retirados e sobre a superficie do solo e das raizes, eram aplicados os filmes de agar com
indicador de pH, conforme descrito por MARSCHNER et a . (1982) e MARSCHNER e
ROMHELD (1983), com as modificacdes que serdo descritas no proximo paragrafo. Apds
0 tempo necessario para a reagdo completa do indicador de pH ( de 2 a 3 horas), foram
tomadas fotos coloridas. Em seguida , filmes plésticos de 30cm x 30 cm foram aplicados
sobre 0 agar-agar, com as mudancas de cor (no caso amarelad) ja desenvolvidas e foram
feitos desenhos, contornando as éreas acidificadas, os quais foram posteriormente coloridos
com caneta preta adequada . Estes filmes plésticos, com os desenhos das areas acidificadas,
foram ent&o passados em equipamento medidor de &rea foliar e desta formafoi obtida uma
medida da capacidade dessas espécies em acidificar suas rizosferas. Em alguns casos,
também foram realizadas medidas de pH em micrositios, com um eletrodo de antimdnio,
construido conforme descrito em SCHALLER e FISCHER (1981) e MARSCHNER e

ROMHELD (1983), vide Anexo 1.

Preparacdo dosfilmesde Agar - Agar com Indicador de pH

Foram usados, por litro de solucéo: 20 g de agar - agar Difco, 0,35 g de Ca SO4 e
0,06 g de Parpura de Bromocresol. Apods a adicdo desses reagentes a um baldo volumétrico,
adicionou-se agua destilada, até completas o volume desgjado. Corrigiu-se 0 pH,
utilizando-se KOH, para pH = 6,8. Apds a fervura, colocou-se a solugdo numa forma de
vidro pré-aquecida, com dimensdes de 30 cm x 30cm. Apés o resfriamento, os filmes de

agar - agar foram armazenados em refrigerador, até 0 momento de uso. Para ter uma
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melhor visualizagdo do processo de preparacéo dos filmes de agar-agar, com indicador de

pH, vglaaFigura 2.

20 g de Agar-Agar
0,95 g de CaS04

0,06 g Purpura de Bromocresol
pH=680

Bico de Bunsen
100°C

Forma de
Vidro
Especial

Ao resfriar
esta

. pronto o
Armazenamento em Geladeira

Filme
Aplicagio
\ sobre a
]> interface
soloiraiz

Figura 2 Preparacao dos filmes de agar-agar com indicador de pH

23 RESULTADOSE DISCUSSAO

Devido a0 numero relativamente grande de espécies para serem testadas e a
disponibilidade reduzida de minirrizotrons, a selecdo preliminar, realizada para separar
espécies com comportamento contrastante foi realizada sem repetices. Além disso, trata-se
de um méodo semi - quantitativo, que fornece uma razodvel informacdo sobre a
acidificacéo na rizosfera das leguminosas, podendo servir como método preliminar de

caracterizacao e selecdo.
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De forma geral, a acidificagdo da rizosfera das plantas testadas foi maior no
tratamento com NH," , tendo o tratamento N, uma acidificagdo intermediéria e o tratamento
NOs ~ a menor e em alguns casos, nenhuma acidificacdo. Em diversas espécies houve
nodulacdo no tratamento com NOs ™, indicando que a quantidade de N adicionado n&o foi
suficiente para inibir completamente a nodulacéo. Isto explica porque os resultados com
NOs " ndo provocaram umamaior acalinizagdo do meio, conforme seria esperado , a partir
de outros relatos (MARSCHNER e ROMHELD, 1983 e RAVEN et al . 1990).

As fotos de um a onze, sdo exemplos do desenvolvimento de coloragdo no Agar-
Agar mais Purpura de Bromocresol, representando a acidificacdo (amarelo) ou
alcalinizacdo (violeta). As figuras de nimero trés a dezoito , foram obtidas a partir de
filmes plésticos colocados sobre o Agar-Agar, nos quais desenhou-se as areas &cidas com
caneta especia. Esses desenhos foram posteriormente coloridos de preto e passados no
medidor de é&rea foliar, obtendo-se uma &rea (cnf) que representa a capacidade de
acidificagdo da rizosfera da planta, constituindo uma semi-quantificagdo do método
qualitativo de MARSCHNER, et al.1982 e MARSCHNER e ROMHELD,1983.

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos a partir do estudo de dezoito espécies de
leguminosas, tanto tropicais quanto temperadas. As fotos de um a onze sdo exemplos de
algumas das plantas cultivadas nos minirrizotrons, nas quais foram avaliadas as areas
acidificadas, conforme descrito no Material e Métodos, para a elaboracdo da tabela 1.

Entre as espécies que promoveram o0s maiores resultados referentes a area
acidificada, encontramos tanto espécies de origem tropical quanto temperada. Isto indica a
possibilidade de que entre as leguminosas tropicais também possa-se encontrar espécies

com alto potencia de acidificagdo da rizosfera. Além disso, a maior area acidificada no
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tratamento N, foi observada em Vigna unguiculata, atamente adaptada a solos tropicais
acidos, de regibes Umidas. Isto contraria a hipétese de ANDREW e JOHNSON (1976), que
afirmaram que as espécies de origem tropical, acidificariam menos a rizosfera , do que as
espécies de clima temperado, adaptadas a solos menos écidos.

Alguns trabal hos tem relatado a acidificacéo da rizosfera, mesmo quando a fonte de
nitrogénio é o NO3* (ASHER e EDWARDS, 1983; SCHALLER e FISCHER, 1985 e
MARSCHNER e ROMHELD, 1987).

Foto 1. Cores desenvolvidas a partir dos padrdes de pH (conforme o Chemical Handbook,

1984), aplicados a0 agar-agar com Purpura de Bromocresol. Amarelo Forte pH= 4,0
Violeta Forte pH=7,0, intermediarios de 0,5 em 0,5 pH).
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Foto 2. Glycine max , tratamento N», mostrando detalhe de intensa acidificacgo. Observar
presenca de nodul os.

"

Foto 3. Vigna mungo, tratamento NO3", mostrando a esperada a calinizagdo, mas com areas
de acidificacdo proximas aos nédul os.




Foto 4. Vigna mungo N,

Foto 5. Vigna mungo NH,"

14
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Foto 6. Lupinus albus, tratamento NO3’, mostrando alcalinizag&o forte e pequenos pontos
de acidificacdo

Foto 7. Lupinus albus N
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Foto 8. Lupinus albusNH4

Foto 9. Mucuna deeringeana NH4", mostrando um padr&o de acidez homogéneo em toda a
rizosfera.
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Foto 10. Phaseolus vulgaris tratamento NH,;", apresentando um padrdo de acidez
concentrado no colo

radicular.

Fotoll. Visdo gera da casa de vegetagdo, em primeiro plano aparecem as cubas com 0s
minirizitrons. Em cada cuba, esta um tratamento nitrogenado. A esquerda aparecem 0s
vasos do Experimento Il desta Tese.
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Figura 3 a 18. Representagdo da &rea acidificada na rizosfera, obtida através do uso de
filmes plasticos aplicado sobre Agar-Agar mais parpuro de bromocresol e posteriormente
quantificado no medidor de area folhar.

Figura 3.

Vigna ungniculata (NOy)

Crescimento Radicular
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Figura 4.

Vigna unguiculata (N,)

Crescimento
Radicular




Figura5.
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Vigna unguicuiate (NHS )




Figura 6.

"

Lupinus albus (NO;)
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Figura7.

( Lupinus albus { N, ) e '
Crescimento Radicular
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Figura8.

Crescimento Radicular
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Figura9.

Canavalia ensiformes (NO;)
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Figura 10.

"

Canavalia ensiformes (N,)

Crescimento Radicular
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Figura 11.
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Canavalia ensiformes (NH,")
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Calopogonium mucunoides NO3




Figura 13. po—— }
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Calopogonium mucunoides (NH,")

Crescimento Radicular




Figura 15.

Vigna angularis { NO;)




Figura 16.

’

Vigna angitaris (N ;)
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Figura 17.

Vigna anguiaris (NH,' )
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Tabela 1. AREA DA RIZOSFERA (cn?) ACIDIFICADA POR DIVERSAS
ESPECIES DE LEGUMINOSAS CULTIVADASEM MINIRRIZOTRONSE

SUBMETIDAS A TRESFONTES DE NITROGENIO

ESPECIE AREA ACIDIFICADA DA RIZOSFERA (CM )
TRATAMENTOS
N-NO3’ N-N» N-NH,"

Centrosema pubescens 44 60 170
Vigna unguiculata 162* 183 228
Pisum sativum 84 -- 167
Vigna mungo 138* 137 168
Phaseolus vulgaris 253 - 235
Cajanus cajan 25 59 300
Dolichos lablab 88* 169 176
Lupinus albus 121 114 303
Trifolium subterraneum 132 114 303
Pueraria javanica 89 128 370
Mucuna deeringeana 9 19 --
Arachis hypogae 36 108 -
Mucuna aterrima 13 98 102
Glycine max 42 65 118
Vigna angularis 31 39 78
Crotalaria juncea 0 80 187
Canavalia ensiformes 176* 92 104
Cal opogonimum mucunoides 74 101 313
Média 84 98 208

* Plantas que apesar de terem recebido N-NO3", apresentaram elevada nodul agéo.

Nesses casos, outros mecanismos podem estar operando, 0 que permitiria a essas
plantas promoverem essa acidificacdo, mesmo tendo NOs™ como fonte nitrogenada. Os
resultados mostraram que plantas como Pueraria javanica, Calopogonium mucunoides,
Lupinus albus, e Trifolium subterraneum, foram capazes de promover uma intensa
acidificacdo no tratamento com NO3- e na auséncia de nodulos. Isto indica que estas
plantas devem possuir mecanismos especiais, para exibirem essa acidificagdo mesmo na

presencade NOs ™
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Com relagdo aos sitios de acidificagdo na rizosfera, observou-se uma tendéncia de

maior acidificacdo proximo ao colo radicular, ou sgja, nas regides de tecidos mais maduros,
conforme proposto por RAVEN et al . (1990). No tratamento com NH,*, essa acidez
concentrou-se quase que totalmente nas proximidades do colo radicular, tendo sido regra
geral para todas as espécies testadas, havendo apenas variagdo com relacdo a extensdo
dessa acidez, abaixo ou lateramente. Essa acidificagdo poderia estar relacionada com o
local de aplicacdo do adubo nitrogenado. Aparentemente, boa parte da extrusdo de protons
ocorreu proxima ao sitio de aplicacdo do NH4+, sendo que parte dessa acidez pode também
ser explicada pela nitrificagdo da amoénia no solo, como pode-se observar pela reacéo

abaixo, aqual libera prétons:

2NH,* + 40, > NO3  + 4H" + 2H,0 (MENGEL e KIRKBY, 1987)

Entretanto, a adubago nitrogenada (NH;* no caso), foi parcelada em 4 vezes ( aos
7,14, 21 e 28 DAP). Acredita-se que a maior parte da extrusdo de H foi devida a reagdo
fisologica das plantas a0 excesso de cétions absorvidos, conforme apresentado por
RAVEN et al . (1990).

Com relacdo ao NOs °, quando ocorria acidez, esta se distribuia mai uniformemente,
a0 longo do sistema radicular, aparecendo tanto no colo radicular, quanto ao longo de todo
0 sistema, até mesmo nas extremidades, em tecidos mais jovens. Nos caso em que houve
nodulagdo, a acidez concentrou-se nas proximidades do colo radicular. No caso do NOs
parece ndo ter ocorrido nenhuma relagdo da acidez/acalinidade gerada, com o local de

aplicacdo do fertilizante. Ja no caso do N, repete-se a melhor distribuicdo da acidez por
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toda a rizosfera, mas ocorre, como no tratamento do NH,4", uma certa concentragdo, embora
menor, na regido proxima ao colo radicular. O que confirma gue ha uma predominancia da
extrusdo de protons nos tecidos mais maduros das raizes. Em diversas ocasi0es, observou-
se a presenca de acidez em torno dos nddulos, sendo muito intensa em alguns casos, o que
pode ser um indicativo de extrusdo de prétons nesta regido, embora a acidez possa também
ser originada nas raizes proximas aos nédulos. Na maioria dos casos, entretanto, os nédulos

ndo se apresentavam como sitios de extrusdo de prétons.

24  CONCLUSOES

1) As plantas apresentaram alta capacidade de acidificar suas rizosferas, especialmente nos

tratamentos com N-NH," e N».

2) No tratamento N-NGOs °, houve intensa acidificagéo, quando ocorreu nodul agéo.

3) Lupinus albus, Trifolium subterraneum e Pisum sativum, apresentaram elevada

acidificacdo, sem a presené de nddul os, em tratamentos com N-NOs'.

4) Vigna unguiculata, Vigna mungo, Dolichos lablab, Lupinus albus, Trifolium
subterraneum, Pueraria javanica, Arachis hypogae, Mucuna aterrima, Canavalia

ensiformes e Calopogonium mucunoides, apresentaram elevada acidez no tratamento No.
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5) N&o foi possivel indicar os ndédulos como pontos principais de extrusdo de protons,

devido a difusdo da acidez.

6) Em geral, a acidificagdo concentrou-se nas proximidades do colo radicular ( tecidos

suberizados).

7) Espécies de clima tropical e solos &cidos, apresentaram acidez igual ou superior as

espécies de origem climética temperada.
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3. CAPITULO I

BALANCO CATION-ANION: SUA RELACAO COM A
CINZA ALCALINA COM A EXTRUSAO DE PROTONS EM
DEZ LEGUMINOSAS TROPICAIS NODULADAS

UTILIZANDO DE N, SIMBIOTICO
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31 INTRODUCAO

ULRICH (1941), trabalhando com raizes de cevada, pela primeira vez demonstrou
claramente, que 0 excesso de absor¢do de cétions causava o aumento da alcalinidade
interna da planta, a qual era equilibrada pela producdo de écidos organicos. Por outro lado,
quando anions eram absorvidos em excesso, havia uma diminuicdo nos teores de acidos
organicos.

Durante a década de cinquienta, pouco interesse parece ter havido com relacéo ao
balango somatdrio de cétions menos o somatério de anions (SC* - SA”) e somente nos anos
sessenta, 0 assunto voltou a ser estudado. Iniciamente com os trabalhos de
CUNNINGHAM (1964), demonstrando diferencas consideraveis na razdo da soma de
cdtions :soma de éanions, em quarenta e trés espécies de dicotiledbneas e
monocotiledbneas. Em suas conclusdes, encontrou um valor médio para as 43 espécies de
2,5 meg de cations, contra 3,6 meq de anions absorvidos por grama de peso seco da parte
aérea.

Os trabalhos de HIATT (1967), demonstraram de forma conclusiva, a
diferenciacdo na taxa de absorcdo entre cdations e anions pelas plantas, assm como 0s
mecanismos pelos quais 0s vegetais compensam esse desequilibrio, através da
acumulalacéo ou degradacéo de anions-acidos organicos. Usando raizes de cevada tratadas

com KSOq4, KCl e CaCh, HIATT (1967) mostrou que no caso do K;SO, , o K" era



42
absorvido muito mais rapidamente que o SO4>, levando a um actimulo de cargas positivas
internamente e a uma producdo de anions organicos para manter o equilibrio de cargas
internas da planta. Essa acumulagcdo também refletiu-se numa alta taxa de assimilacéo de
CO,, o que indica o0 aumento da sintese de &cidos orgéanicos. No caso do CaCh, houve
uma absorcdo mais répida de Cl™ em relacio ao Ca?* , tendo como resultado a extrusdo de
HCOj3™ pela s raizes, para compensar 0 excesso de absor¢do de anions sobre cétions. Esse
excesso foi equilibrado por uma reducéo na taxa de assimilacdo de CO,, assim como por
uma elevada degradacéo de anions organicos. No caso do KClI, as taxas de absor¢éo de
cétions e anions, foram semelhantes, tendo havido pouca modificacdo no pH do meio
externo e na taxa de assimilacdo de CO,, assm como pequenas modificagdes no nivel de
anions organicos nas raizes.

O excesso de absorcdo de caions ou anions precisa ser de alguma forma
equilibrado, paraque o pH citoplasmético ndo sofra bruscas flutuactes (RAVEN e SMITH,
1976). DAVIES (1973), citado enm MENGEL e KIRKBY (1987), indicou que a sintese e a
degradacdo do malato, que ocorre no citoplasma, parece ser controlada pelas modificacdes
no pH celular. O aumento do pH ativa a enzima PEP carboxilase (fosfoenolpiruvato
carboxilase), aqual sintetiza oxal oacetato, a partir do fosfoenolpiruvato (PEP), consumindo
HCOs (CO, + OH). O oxaloacetato pode ser entdo reduzido a malato, o qual acumula-se.
Por outro lado, baixo pH promove o processo inverso, ou sgja, a descarboxilagdo oxidativa
do malato, pela ativacdo da enzima mdlica. Esse sistema foi chamado de “pH stat” por
DAVIES (1973) e é um mecanismo de gjuste que permite a célula controlar pequenas

flutuacOes de pH em seu citoplasma.
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A forma e a concentracdo de nitrogénio disponiveis as plantas, afetam
consideravelmente o balango cation-anion, pois conforme JUNGK (1970), cerca de 70%
dos cétions e anions absorvidos pelas plantas sdo representados pelo nitrogénio, sgja na
forma nitrica ou na forma amoniacal. KIRKBY e MENGEL (1967) e JUNGK (1967),
apresentaram importantes contribuicdes com relacdo a influéncia da forma nitrogenada no
balanco cétions - anion. Observaram que o fornecimento de N-NO3- geramente levava a
um aumento do pH no meio em que a planta estava se desenvolvendo. A assimilacéo do
NO3- na planta, promove uma alcalinizacdo interna, resultando no acimulo de anions
inorganicos e na extrusdo de HCOs™ pelas raizes, o que provoca a alcdinizagdo do meio
externo.

PIERRE et al . (1970) e PIERRE e BANWART (1973), mostraram diferencas entre
espécies, quanto a intensidade da alcalinizagdo ou acidificagdo do solo, em resposta as
fontes de N e que esse efeito podia ser quantificado, relacionando-se 0 excesso de bases ao
conteldo de nitrogénio. Esses autores usaram a sigla EB (para indicar excesso de bases),
definida como EB= ( C&* + Mg™* + K™ + Na' ) - (CI' + SO4* + H,PO,* ), em nutrientes
totai's e expressos em meq (miliequivalentes) por cem gramas de matéria seca (meg.100 g *
MS). A diferencade EB para SC* -S A~ (c4tions menos anions), é que SC* - SA™ = (Ca* +
Na" + K*) - (CI +S0s% + Hy PO; ~ + NO3 ), segundo WIT et al. (1963). Como podemos
notar SC* -S A" inclui 0 NOs™ . Caso os teores de NOz ~ ndo sgjam muito elevados, ndo
havera diferencas entre EB e SC - SA. Considera-se SC*- SA", como uma estimativa do
contelido de anions organicos das plantas e tem sido usado como um indicador do

desenvolvimento e da nutrigio vegetal (TUIL et al . 1964). Este valor (C*- A ), pode ser
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obtido, tanto através da determinacdo individual de cada elemento, como a partir da
determinagdo da cinza alcalina, conforme descrito em TUIL et a . (1964) e JUNGK
(1968).

Segundo BANWART e PIERRE (1975), pode-se obter uma relagdo entre 0 excesso
de bases e os teores de N, ou sgja, EB/N, o0 que permitiria uma comparacdo de diferentes
espécies, em relacdo ao seu efeito na acidificacdo do solo. Quando o N é absorvido na
formade NOs3 "~ , plantas com EB/N = 0, ndo modificariam o pH da rizosfera, aquelas com
EB/N< 1, promoveriam acidificacdo e aquelas com EB/N > 1 promoveriam acalinizacdo
darizosfera(BANWART e PIERRE, 1975 a; BANWART e PIERRE, 1975 b).

DIEST e colaboradores (RAIJ e DIEST, 1979; AGUILAR e DIEST, 1981 e
BEKELE et al . , 1983), definiram as plantas que apresentam um excesso de absor¢éo de
anions sobre cations, portanto alcalinizadoras da rizosfera , de plantas com padréo acido de
absorcao. Aquelas plantas que absorvem um excesso de cétions, portanto acidificadoras da
rizosfera, foram chamadas de plantas com um padréo alcalino de absor¢cdo. No primeiro
caso, 0 excesso de anions leva a planta a realizar extrusdo de OH ~ , (ou de HCOs 7), para
manter a sua eletroneutralidade interna, enquanto que no segundo caso, 0 excesso de
cétions leva & extrusio de H" para a manutencdo do equilibrio ao nivel citoplasmético

(RAIJ e DIEST, 1979).

3.L.1EFEITO DO NITRATO NO EQUILIBRIO IONICO DA RIZOSFERA

KIRKBY e MENGEL (1967), demostraram que plantas nutridas com NOj',

geramente absorvem um excesso de anions, deixando um saldo acalino no meio. Além
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disso, produzem-se consideréveis quantidades de carboxilatos para reduzir o NOs a NH," .
Sob essas condigdes, muitas espécies podem absorver continuamente um excesso de
anions, elevando o pH da rizosfera. A intensidade desta elevacdo varia conforme as
espécies (EGMOND, 1978). Segundo RAVEN e SMITH(1976), assimilagdo do ion nitrato
produz aproximadamente um mol de OH" por um mol de NO3 ~ assimilado.
BEN-ZIONI et al. (1971), desenvolveram um modelo esquematico para o balanco iénico
em gramineas. A figura abaixo representa uma graminea, incluindo raiz e parte aérea.
Quando as raizes absorvem,(e.g. K* e NOs ™), esses ions s30 transportados em cerca de
90% pelo xilema, para a parte aérea. Nas folhas, 0 NOz ~ é transformado em N - organico,
a0 mesmo tempo em que carboxilatos, (e.g. malato de potassio), acumulam-se. Uma
quantidade razoavel desses carboxilatos € translocada para as raizes, via floema. Nas raizes
0 malato é descarboxilado e HCOj3™ é trocado por NOz'. O HCOg3 liberado pelas raizes,
aumenta o pH da rizosfera e é responsavel por uma relacdo, Somatorio de cétions -
Somatério de anions, menor que o valor esperado, a partir das quantias de NOs; ~
transformadas em N - organico (EGMOND, 1978).

FIGURA 1. Modelo de BEN-ZIONI et al. (1971)
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Segundo EGMOND (1978), o modelo apresentado por BEN-ZIONI et al. (1971),
ndo se aplica de forma uniforme a todas as espécies. Em beterraba agucareira, foi descrita
uma absor¢do de cétions e anions em quantidades quase que estequiometricamente iguais,
mesmo sendo o NOs™ a fonte nitrogenada, o que resulta numa reagéo de pH de rizosfera
praticamente neutra. Para explicar este modelo de absorcéo, KIRKBY (1974), citado por
EGMOND(1978), apresentou 0 esquema mostrado na FIGURA 2. Segundo esse modelo,
apos a trandocacdo para a parte aérea, o nitrato € transformado em N - organico e o0s
carboxilatos de sddio, calcio, magnésio e o oxaato, malato e citrato, acumulam-se na parte
aérea. Nesse caso, a redistribuicdo de carboxilatos para as raizes, tem um papel menos
importante, assim como a descarboxilagdo no sistema radicular. A troca de NOs™ por
bicarbonato, resultante na reducdo do NO3™ nas raizes, ndo € t&o importante nessa espécie,
pois arelacdo cétion/anion, esta proxima da unidade EGMOND (1978).

FIGURA 2. Madificacdo do Modelo de BEN-ZIONI-I IPS. segundo EGMOND
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Grandes diferencas sdo notadas no pH da rizosfera de diferentes espécies,
absorvendo NOjs’, crescendo em condigbes idénticas (MARSCHNER, 1986). O trigo
sarraceno (Fagopyrum esculentum) (RAIJ e DIEST, 1979), o grdo de bico (Cicer
arietinum) (MARSCHNER e ROMHELD, 1983), o amendoim (Arachis hypogae)
(SCHALLER e FISCHER, 1985), apresentam acidificagdo muito mais acentuada daguela
apresentada por outras espécies, como milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum)
(MARSCHNER, 1986). Essas diferencas genotipicas, refletem diferencas na relagdo de
absorcdo de cétionsg/anions (RAIJ e DIEST, 1979; BEKELE et a. 1983) e ou sitios

dominantes de reducéo do NO3 ~ (raizes ou parte aérea ), (MARSCHNER, 1986).

3.1.2 EFEITO DO AMONIO NO EQUILIBRIO IONICO DA RIZOSFERA

As plantas, quando recebem NH;" como Unica fonte nitrogenada, rapidamente
baixam o pH de suas rizosferas. O efluxo de prétons (H"), devido a absorcdo de NH,4", foi
inicialmente relatado por PRIANISCHNIKOW (1929) e por SIDERIS (1937), citados por
ALLEN et al. (1985). Segundo DIJKSHOORN (1962) e RAVEN e SMITH (1976), 1 mol
de H" seria produzido durante assimilacéo de 1 mol de NH,;*. Segundo EGMOND (1978), a
extrusio de prétons pelas raizes de plantas nutridas com NH;", pode ser calculada da

seguinte maneira:



CATIONS ABSORVIDOS - H" EXTRUDIDOS = ANIONS ABSORVIDOS
(NHs"+ K"+ Na" + - H" EXTRUDIDOS = (NO; + Cl™ + SO + H,POy )
|\/|92+ + Ca2+)

Na auséncia de NOs™ e considerando que o NH4 * € muito rapidamente assimilado

pelas raizes, teriamos entd0: N organico + cétions - H' extrudidos = anions + S organico

De acordo com DIJKSHOORN (1960), o S organico equivale, em base ibnica, a

0,054 de N organico, entao:

N organico+ (C*- A ") = H" extrudidos + 0,054 N organico

ou

H+ extrudidos =C'- A~ +0,0946 N organico

Se desconsiderarmos 0 S, ficaria:

H" extrudidos = (C'-A ") + Norganico

3.1.3 EFEITO DA FIXACAO BIOLOGICA DE N, NO EQUILIBRIO IONICO DA

RIZOSFERA

Segundo RAVEN e SMITH (1976), a fixacdo bioldgica de N, geraria entre 0,1 e

0,2 mol de H', por nitrogénio (N) assimilado. Dessa forma, estd numa posicéo



49
intermediaria entre a nutri¢do nitrica e aamoniacal, no que se refere a extrusdo de prétons e
a geracdo de acidez na rizosfera.

Segundo MARSCHNER (1986), as plantas que recebem o nitrogénio via fixagcdo de
N>, absorvem uma maior quantidade de cétions do que de anions, pois 0 N, ndo apresenta
carga. A relacdo entre cétions e anions absorvidos é comparavel com plantas nutridas com
NH4". A consequiéncia desse maior acimulo de cétions do que de anions é a principal
causa da extrusdo de prétons e por conseguinte da acidificacgo da rizosfera de leguminosas
fixando N. Esta acidificagéo pode aumentar a solubilizacéo de fosfato de rocha e resultar
em maior aproveitamento de fosforo desta fonte, pelas plantas (AGUILAR e DIEST, 1981).
Outros nutrientes também podem ter sua absor¢do aumentada através da acidificacdo da
rizosfera em leguminosas, como no caso da soja, que sob fixagdo de N, ndo apresentou
sintomas de deficiéncia de ferro e manganés, tendo apresentado deficiéncia destes
nutrientes, quando a fonte de nitrogénio foi o nitrato segundo WALLACE (1982), citado
por MARSCHNER, (1986).

NYATSANGA e PIERRE (1973), observaram que afafa (Medicago sativa) |,
fixando Ny, produzindo 1t . ha' de matéria seca, produzia uma acidez no solo, a qual
necessitaria de 600 kg de CaCOs por hectare para a sua neutralizagéo.

Em experimentos de longa duracdo, em vasos, MENGEL e STEFFENS (1982),
mostraram que trevo vermelho ( Triffolium pratense ) baixou o pH do solo de pH = 7,0
para pH = 4,4 , apos um periodo de um ano, enquanto que azevém (Lolium multiflorum)
tratado com nitrato de amoénio, ndo aterou o pH do solo. Ao fina deste experimento, o
trevo (Triffolium pratense ) com fixag@o de N, apresentava 1,402 meq de cétions e 425

meq de anions por 100g de matéria seca.
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Também trabalhando com trevo vermelho (Triffolium encarnatum) , HAUTER e
STEFFENS (1985), mostraram que quando recebiam o nitrogénio via N, simbiético como
fonte nitrogenada, as plantas podiam extrair mais fésforo de fontes parciamente
aciduladas, do que quando nutridas com NHsNO3; ou Ca(NQOs)2. A extrusdo de prétons,
acidificando a rizosfera e 0 melhor desenvolvimento do sistema radicular, permitiram as
plantas fixando nitrogénio, obterem um melhor aproveitamento do fésforo desta fonte

pouco soltvel.

3.1.4 EFEITO DASLEGUMINOSASNA ACIDIFICACAO DO SOLO

Todos os resultados discutidos anteriormente, foram de experimentos em casa de
vegetacdo, com duracdo varidvel, mas com inquestiondvel efeito das leguminosas em
reduzir o pH darizosfera e em alguns casos, até mesmo do solo dos vasos onde as mesmas
foram cultivadas.

Em experimentos de campo, com pastagens, as leguminosas dependentes do N2
simbidtico, parecem ter capacidade de acidificar o solo, a ponto de provocar declinio na
producdo, (HELY AR, 1976). Esta acidificacdo sO ocorre porque parte das forragens pelos
animais.

Quando toda a planta € incorporada ao solo, ndo ha acidificacdo liquida do mesmo
(HELYAR, 1976). Com a incorporacdo da planta ao solo, retornam as bases, o processo de
nitrificacdo consome prétons e parte da acidez é perdida pela saida do CO, proveniente da
respiragd0 dos microorganismos. Entre os aspectos mais importantes com relagdo a

acidificacdo do solo pelas leguminosas, HAYNES (1983), destacou a absor¢éo de um
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excesso de cétions sobre anions, levando & extrusio de HsO™ ; a nitrificago do NH 4" dos
residuos organicos das leguminosas, também liberando H0", ou sgja, NH"™ + £ 0, -> 2
Hs0"+ NOs™ ealixiviago do nitrato, arrastando bases como contraions.

O efeito mais intenso de acidificagdo do solo, promovido por leguminosas, foi
notado em experimentos de longa duracdo, em pastagens, onde aparentemente ndo haviam
gramineas, pois elas poderiam minimizar o efeito acidificante.

Segundo NYE (1981), diversos sdo os fatores que governam a geracéo de acidez na
rizosfera, podendo haver uma intensa acidificagdo na interface solo-raiz, sem que haa
necessariamente uma acidificagdo do solo como um todo. NYE (1981), destacou como
fatores importantes no controle do pH da rizosfera: espécie vegetal; fonte de N (NOs’, NH,"
ou Ny); pO; ; pCO- ; poder tampdo do solo e a exudagdo de &cidos orgéanicos pelas raizes. O
efeito da liberagdo de HCOs™ ou H' (H30") no solo, seria dependente do pH inicial do solo,

da capacidade tamp&o do solo e da umidade do solo.

3.1.5 ACIDIFICACAO DA RIZOSFERA E SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE

ROCHA

O objetivo do presente trabaho, foi 0 de investigar, em 10 leguminosas tropicais, as
diferencas promovidas em termos da capacidade de acidificagdo da rizosfera, do balanco
cétion-anion e da cinza alcalina, relacionando esses parametros para identificar para
identificar, dentre essas plantas, aquelas com maior capacidade de promover a extrusdo de

prétons.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com dez espécies de
leguminosas, usando vasos de pléstico, contendo 4,0 kg de terra. Utilizou-se amostras de
terra, retiradas dos 20 cm superficiais de um PLANOSSOL O (Série Ecologia, coletado em
Seropédica, distrito de Itaguai, RJ), com as seguintes caracteristicas quimicas:
pH =54 ; AF* = 0,1 meq.100g%; Ca?* = 1,2 meq.100g; M¢f* = 0,8 meg.100g*; K = 22
ppm e P = 7,3 ppm. Os vasos receberam uma dose equivalente a 500 kg de CaCO3z por
hectare, para eliminar a presencado M toxico (FRANCO e DOBEREINER, 1971). Cada
vaso recebeu uma solucdo de micronutrientes mais magnésio, segundo FRANCO e
DOBEREINER (1967) e uma dose equivalente a 80 kg de P,Oshal, na forma de
superfosfato triplo e 40 kg de K,O.ha™*, naforma de KCl, aplicados uniformemente a todos
0s vasos. Os tratamentos consistiam das 10 espécies testadas, apresentadas no quadro 2.1.
Cinquienta e um dias apbs a semeadura foi iniciada a coleta do experimento. Nesta época
agumas espécies apresentavam indicios de florescimento. As plantas foram cortadas,
separando-se raiz e parte aérea. As raizes foram utilizadas para medidas de pH da rizosfera,
sendo depois cuidadosamente lavadas e secas em estufa, onde permaneceram por 48 horas a
65° C. A parte aérea foi seca em estufa, imediatamente apds a coleta. Apds a secagem, 0
material foi pesado, moido, determinando-se: Contelido de nitrogénio, pelo método de
KJELDAHL, modificado segundo BREMNER (1965); N-NO~ e N-NH;", pelo método de
arraste a vapor, usando-se 6xido de magnésio e Liga de Devarda, segundo BREMNER e

KEENEY (1965); contetido de P, empregando-se digestéo nitro-perclorica (BATAGLIA et
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al . 1983) e determinagdo colorimétrica, com desenvolvimento da cor azul em meio
sulfurico, tendo como redutor o acido ascérbico, segundo EMBRAPA (1979); contelido de
enxofre, pelo méodo turbidimétrico, usando-se BaCh (MALAVOLTA et al . 1989);
determinagdo do sulfato segundo ALLEN et al . (1985); determinacdo do cloreto, usando-
se titulometria com nitrato de prata, segundo MALAVOLTA et al. (1989); K* , ca?*, Mg**
e Na', usando-se espectrofotometria de absorgdo atdmica, apos digestdo nitro-perclorica,
segundo BATAGLIA et al . (1983) e determinagdo da cinza alcalina, conforme TUIL et al .
(1964); JUNGK (1968) e ALLEN (ndo publicado). A estimativa da liberacdo de protons
pelarizosfera, foi calculada a partir da curva tampéo do solo , correlacionada com os dados

do pH em pasta, apds o crescimento das plantas.

3.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos no quadro 2.1, nota-se diferencas marcantes no
acumulo de matéria seca da parte aérea. O feijéo de porco, foi a espécie que produziu
maiores quantidades de matéria seca, seguido do caupi e da mucuna preta. As espécies com
menor producdo foram centrosema, crotaaria, amendoim e guandu. Em diversos
experimentos o feijdo de porco tem sido citado como uma espécie que apresenta altos
niveis de producdo de matéria seca (ABBOUD, 1986; CHADA e DE POLLI, 1988). Da
mesma forma que guandu e crotalaria tem sido relatados como espécies com baixa
acumulacdo de matéria seca (ABBOUD, 1986).

No caso do guandu, trata-se de uma espécie semi - perene, apresentando taxas de

crescimento inicial inferiores aquelas das espécies anuais.
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Com relacéo ao contetido de cétions (meg.100¢" de matéria seca), pode-se observar
nos resultados do quadro 2.3, que a centrosema foi a espécie com 0 maior contelido de
cétions, seguida do amendoim, do feijdo bravo e do guandu. Por outro lado, o caupi
seguido pelo feijdo de porco, apresentam 0 menor contelido. Pode-se notar, no entanto, que
a acumulacdo de cétions totais por planta, mostrou uma consideravel modificacdo, quando
compara-se com o contetdo de cations (Quadro 2.3). Quando considera-se a acumulagdo
total, o feljao de porco apresentou o maior valor, seguido da mucuna preta e do caupi, pois
aquelas espécies que obtiveram maior conteldo , produziram pouca matéria seca, 0 que
promoveu menor acumulagdo total destes elementos.
Tabela 2. Espécies de leguminosas cultivadas para o estudo da cinza alcalina, do

balanco cation/anion e da extrusio de prétons *

NOME CIENTIFICO NOME VULGAR SIGLA
Canavalia ensiformes (L.) DC Feijéao de porco FP
Canavalia brasiliensis M. Feijdo bravo FB
Mucuna aterrima (Piper e Tracy) MERR. ** Mucuna preta MP
Mucuna deeringeana (Bort) SMALL*** Mucuna rajada MR
Centrosema pubescens BENTH Centrosema CP
Dolichoslablab L. * Lab-lab DL
Vigna unguiculata (L.) WALP* Caupi VU
Crotalaria juncea L. Crotaléria CJ
Arachis hypogae L. Amendoim AH
Cajanus cajan (L.) MILLAP?Y Guandu CC

* Segundo ALLEN e ALLEN, (1981).
** Jizolobium aterrimum

*** Fizolobium deeringianum

" Lablab purpureus (L. ) SWEET
*Vigna sinensis L.

Y Cajanusindicus SPRENG
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Os elementos célcio e potéssio foram responsavels pela maior parte da acumulagédo

de cations, chegando em todas as espécies, a representar mais de 80% dos cétions

acumulados na parte aérea. Em seis espécies, o calcio foi 0 cation acumulado acumulado

em maiores quantidades, enquanto noutras quatro espécies o cétion acumulado em maior
proporcado foi o potassio.

Tabela 3. Peso da matériaseca (g) da parte aéreaedaraiz de dez leguminosas
tropicais cultivadas em vasos* por 50 dias em casa de vegetacéao.

ESPECIE PARTE AEREA (g) RAIZ (g)
Feij&o de porco 27,70 a 2,14 bc
Feij&o bravo 1280 cd 0,86 e
Mucuna preta 20,00 b 2,90a
Mucunargjada 1400 cd 1,56 cde
Centrosema 720 e 0,84 e
Lablab 16,40 bc 1,45 cde
Caupi 27,30 a 2,44 ab
Crotadaria 11,80 d 1,48 cde
Amendoim 11,80 d 1,00 de
Guandu 11,80 d 167cd

* Cada vaso recebeu 4,0 kg de solo.
** \/alores seguidos de mesma letra minuiscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan P< O,05.

Centrosema, crotalaria, amendoim e guandu, foram as espécies que acumularam
mais potassio do que célcio, sendo que nestas espécies, 0 potassio respondeu por, 53%
,52%, 54% e 53% respectivamente, dos cétions absorvidos respectivamente, dos cétions
absorvidos.

Com relag@o aos anions, os resultados do quadro 2.4, mostram um contetdo bem
inferior ao de cations. Dos anions, o elemento que apresentou maiores contetdos foi o
fosfato, seguido do cloreto e do sulfato, ficando por dltimo o nitrato, que apresentou

contelidos muito baixos, confirmando a baixa disponibilidade de N no solo.
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A espécie que apresentou 0 maior somatério de anions foi a mucuna rajada. O feijdo
bravo apresentou 0 menor somatorio de anions.

Com relacdo ao balango cation-anion, a espécie que apresentou maior valor foi o
feijdo bravo, seguido da centrosema, amendoim e crotal&ria. O menor valor ficou para
caupi, seguido do feijdo de porco.

A cinza alcalina ndo se relacionou com C-A, o0 que em principio parece estar de
acordo com JUNGK (1968), pois segundo este autor, os dados de C-A e cinza alcalina,
apenas correlacionam-se, quando os valores da cinza acalina estdo acima de 100 meg.100
g -1 de matéria seca da parte aérea, 0 que ndo ocorreu em nenhuma das espécies estudadas.
Com relacdo ao nitrogénio total, todas as espécies apresentaram contelido superior a 2%,
com excegdo da mucunarajada (1,90 %). Guandu apresentou 0 maior contetdo (2,80%).

Quanto ao pH do solo (Quadro ), o feijéo de porco foi a espécie que proporcionou a
maior acidificagdo, especialmente no pH do solo (medido em pasta) e no pH do rizoplano.
Em todos estes trés casos, as diferencas foram significativas e indicam ser, a mais apta em
termos de acidificacdo da rizosfera. O feijéo de porco baixou o pH inicia do solo, que era
de pH = 6,1, parapH (pasta) = 4,55; pH (em agua 1:2,5) = 5,02; pH (rizoplano) =4,70 e pH
(rizocilindro) = 5,50. Com relac&o ao pH do rizocilindro, embora as diferengas tenham sido
peguenas, outras espécies apresentaram valores de pH (izocilindro) menores do que o
feijdo de porco. Esta determinagéo € feita cortando-se as raizes, o que libera substéncias
intracelulares, desta forma, ndo apresenta a mesma relacdo direta que as outras medidas de

pH, coma extrusdo de protons.
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Tabela 4. Contetido decétions (meq.100g MS™) da parte aérea dedez espéciesde

leguminosas tropicais cultivadas em casa de vegetacgao.

ESPECIES Ca® Mg~ K* Na* NH,*
Feijdo de Porco 18,30cd* 6,15b 13,00c 0,20 1,24
Feij&o Bravo 27,08 a 5,10 bc 16,80 bc 0,33 0,63
Mucuna preta 23,80 ab 4,60 bc 19,30abc 0,30 0,84
Mucuna rajada 22,90 b 4,70 bc 19,30abc 0,25 0,57
Mucuna rajada 22,90 b 4,70 bc 19,30abc 0,25 0,57
Centrosema 21,90 bc 430c 30,80 a 0,36 0,49
Dolichos lablab 16,60d 5,10 bc 20,00 abc 0,27 0,46
Caupi 14,10d 430c 12,80 c 0,30 0,56
Crotaaria 16,30 d 8,10a 27,80 ab 0,37 0,79
Amendoim 17,20d 840a 30,80 a 0,20 0,55
Guandu 18,00 cd 4,90 bc 28,00 ab 0,28 1,79

Valores seguidos de mesmeas letras mindsculas, na mesma coluna, ndo diferem-se pelo
teste de Duncan P< 0,05.

Tabela5. Acumulacédo total decations por planta em relacdo a producédo de matéria
seca.

ESPECIE meg. cations. planta !
Feij&o de porco 10,77
Feijdo bravo 7,12
Mucuna preta 9,28
Mucuna rajada 6,68
Centrosema 4,16
Lablab 7,29
Caupi 8,75
Crotaaria 6,30
Amendoim 6,74

Guandu 6,24
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Tabela6. Contetido de anions ( meg. 100 g™ MSda parte aérea ) em dez leguminosas

cultivadas em casa de vegetcao.

ESPECIE Cl S04~ PO4* NO3"
Feljao de Porco 4,90 1,00 10,58 0,080
Feijéo bravo 4,95 1,70 6,48 0,082
Mucuna preta 3,90 1,15 10,95 0,084
Mucuna rgjada 473 2,18 13,14 0,046
Centrosema 4,13 2,00 9,86 0,083
Caupi 4,05 1,50 10,44 0,052
Crotalaria 5,48 3,00 8,64 0,104
Amendoim 5,48 0,68 10,76 0,176
Guandu 473 1,24 11,02 0,097

Tabela 7. Somatoério decations, somatorio de anions, C' - A~ e cinzaalcalinada
parte aérea dedez leguminosastropicais cultivadasem casade vegetacdo dadosem

meg. 100 g dematéria seca.

ESPECIES SCATIONS SANIONS (SC'-SA") CINZA ALCALINA
Feijdo de porco 38,89 16,56 22,33 60,80 abc *
Feijéo bravo 55,64 13,21 42,43 75,30 ab
Mucuna preta 46,42 16,08 30,34 75,30 ab
Mucuna rajada 47,72 20,10 27,62 73,30 ab
Centrosema 57,85 16,07 41,78 75,80 ab
Lablab 44,43 16,94 27,49 4750 d
Lablab 44,43 16,94 27,49 47,50 d
Caupi 32,06 16,04 16,02 56,00 cd
Crotaaria 53,36 17,22 36,14 64,80 abc
Amendoim 57,15 17,40 39,75 60,30 bcd
Guandu 52,97 17,10 35,87 80,83 a

* Valores na mesma coluna seguidos de mesma |etra mintiscula, ndo diferem-se pelo teste

de DUNCAN ao nivel de 5% P < 0,05.
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Tabela 8. Nitrogénio total da parte aérea de dez leguminosas tropicais cultivadas em

vasos por 50 dias em casa de vegetacao.

ESPECIE N total
% meq.100gMS™

Feij&o de porco 2,60 186
Feijéo bravo 2,60 186
Mucuna preta 2,70 193
Mucuna rajada 1,90 136
Centrosema 2,50 179
Lablab 2,40 171
Caupi 2,20 157
Crotaléaria 2,60 186
Crotaléaria 2,60 186
Amendoim 2,10 150
Guandu 2,80 200

O quadro 9 apresenta uma estimativa da extrusdo de protons nas espécies testadas.
Praticamente ndo houve diferenca entre as espécies, sendo que somente o feijao de porco se
destacou das demais. Ha entretanto que se considerar, a diferenca entre as espécies quanto
ao total de nitrogénio fixado e os cétions absorvidos do solo.

O quadro 2.2, que apresenta 0 peso da matéria seca da parte aérea e das raizes,
permite obsevar que mucuna preta, caupi e feijdo de porco, foram as espécies que
produziram maiores quantidades de massa radicular. Neste caso existe um maior contato
das raizes com 0 solo, podendo haver nessa interface solo/raiz, uma maior acidificacdo
dessa regido. Com efeito, essas foram as espécies que apresentaram os menores valores de
pH rizosférico (quadro 2.8) e as maiores acumulagdes de cations (quadro 2.4 ).

As plantas acumularam quantidades maiores de cations do que de éanions, no

entanto, os valores de C - A (cations menos anions), ndo foram tdo elevados quanto os
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dados fornecidos pela literatura, como e. g. em MENGEL e STEFFENS (1982) e em
HAUTER e STEFFENS (1985). Segundo estes autores, a diferenca C - A, chega a alcancar
180 miliequivalentes por 100 gramas de matéria seca ( em trevo vermelho), ficando a
média, em torno de 132 miliequivalentes por 100 gramas de matéria seca.

Uma possivel explicacdo para grande diferenca na acumulacéo de cétions e no
balanco cétion menos anions, (C*-A"), entre os autores citados e os resultados aqui
apresentados, € que no presente trabalho utilizou-se espécies tropicais rasticas, pouco
melhoradas e adaptadas a ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes. Somente
para efeito comparativo, cita-se os trabalhos de HAUTER e MENGEL (1988) e HAUTER
e STEFFENS (1985), nos quais foram aplicadas quantidades de fertilizantes equivalentes a
toneladas por hectare, como no caso do potassio, para 0 qua utilizou-se uma dose
equivalente a 2.240 kg de K0 .ha ! ( tendo como fonte 0 KCl e 0 K» SO, ) e ainda 2.700
kg de CaCOsz.ha* ( tendo como fonte Ca COz ) ndo com o objetivo de corrigir a acidez, ja
que o pH (k) do solo erapH (ke = 6,9. Além disto, a espécie testada, em ambos os
trabalhos citados, erao trevo vermelho ( Trifolium pratense ), uma pastagem melhorada e
normalmente cultivada em solos de boa fertilidade e com altos niveis de adubagéo. Desta
forma, qualquer base de comparacdo fica extremamente dificultada devido as enormes
diferencas nas condic¢des de cultivo das espécies estudadas.

Os resultados agui apresentados, devem ser vistos, inicialmente, como indicativos.
E necessario estabelecer pardmetros nutricionais e de eficiéncia na aquisicdo de nutrientes

em ambientes de baixa disponibilidade natural.
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Todas as leguminosas testadas apresentaram um padréo acalino de absorcéo, i. e. ,
absorveram mais cétions do que anions. Os dados do balanco cétions-anions, ndo se
relacionaram com os dados da cinza acalina, devido a dois fatores. Em primeiro lugar,
nenhuma planta apresentou um valor de cinza acalina acima de 100 meg. 100 g * de
matéria seca da parte aérea e segundo JUNGK (1968), somente acima destes valores é que
obalango C* - A~ e acinza acalina apresentam uma alta correlagdo positiva. Em segundo
lugar, devido as condicdes de baixa disponibilidade de bases, que de certa forma retrata os
solos tropicais, ndo foi possivel obter um valor de C* - A ~ suficientemente elevado. Para as
condicBes do experimento, estes valores parecem fornecer informagdes Uteis com relacdo
ao comportamento de leguminosas rusticas, eficientes em mobilizar bases em condicdes de
baixa disponibilidade.

O padrédo dcaino de absorcdo de nutrientes, foi suficiente para promover a
ateracdo no valor do pH da rizosfera, como pode ser observado nos valores do quadro 2.8.
Quando os dados de absorgéo de nutrientes, sdo apresentados em termos de acumulagdo
total ( meq de cétions . planta %), quadro 2.4, observou-se uma relagdo entre plantas com
maior acumulacdo de cations e plantas com maior acidificagdo no solo e na rizosfera
Feij&o de porco, caupi e mucuna preta, espéecies que produziram maior acidificagdo no solo,
foram exatamente as espécies que apresentaram 0s maiores valores de acumulacdo de
cétions. O excesso de cétions, esta intimamente ligado a capacidade da planta em redlizar a

extrusdo de prétons (RAIJ e DIEST, 1979; AGUILAR e DIEST, 1981).
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Tabela 9. pH do solo pH do rizoplano edo rizocilindro de 10 leguminosas tropicais
cultivadas em vasos por 50 dias em casa de vegetacéo.

ESPECIE pH do Solo  pH doRizoplano pH do Rizocilindro Pasta 1: 2,5
Feljdo deporco 4,55d * 502d 4,70 e 550a
Feijdo bravo 5,06 abc 5,30 bc 5,14 bc 551a
Mucuna preta 5,00 bc 5,22 bcd 5,00cd 508b
Mucunargada 4,99 bc 4,99 bc 5,15 bc 538a
Centrosema 5,18 ab 542 ab 5,38 ab 559a
Lablab 5,12 abc 5,35 abc 5,19 bc 5,46 a
Caupi 4,83 ¢ 5,16 cd 4,89 de 5,30 ab
Crotaléria 5,06 abc 5,35 abc 5,29 ab 5,56 a
Amendoim 530a 558a 547 a 532 ab
Guandu 5,05 abc 5,40 abc 5,18 bc 542 a

* Vaores seguidos de mesmas letras mintsculas, na mesma coluna, ndo diferem-se pelo
teste de Duncan P<0,05.
Tabela 10. Liberacdo de H" pela rizosfera de dez leguminosas tropicais cultivadas em

vasos em casa de vegetacao. *

ESPECIE meg. kg ! de solo
Feij&o de Porco 12,20
Feijdo bravo 11,90
Mucuna preta 11,90
Mucuna ragjada 11,90
Centosema 11,80
Lablab 11,90
Caupi 11,80
Crotalaria 11,90
Amendoim 11,80
Guandu 11,90

* Calculado a partir da curvatampao do solo, correlacionada com os dados de pH em pasta.
E possivel, dessa forma, que em condigdes tropicais, sob limitagdes nutricionais, as

plantas ndo necessitem de quantidades t30 grandes de cétions e C' - A °, para redlizar a

acidificacdo da rizosfera, tendo desenvolvido mecanismos que permitem extrusao

efetiva, sob as condi¢des ambientais predominantes.
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Também € razoavel supor que em condicdes de restricbes nutricionais, a
apresentacéo dos resultados na forma de acumulagdo total, possa fornecer uma melhor

interacdo entre o balanco cation - anions e a acidificacéo.

34 CONCLUSOES

1. Todas as espécies crescendo com N, simbidtico apresentaram um padréo alcalino de
absorcdo de nutrientes.

2. N30 houve relacio entre a determinagéo da cinza alcalina e o excesso de cétions (C*-A").
3. Todas as espécies promoveram acidificacdo do solo e da rizosfera, tendo o feijdo de
porco {Canavalia ensiformes(L.) DC} apresentado amaior acidificacéo.

4. A apresentacdo dos dados em forma de acumulagdo total de ions parece ter uma melhor

relacdo com a acidificacéo da rizosfera.
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4. CAPITULOI I

EFICIENCIA DE QUATRO LEGUMINOSAS TROPICAIS DEPENDENTES
DE N, SIMBIOTICO NO APROVEITAMENTO DO FOSFATO DE ROCHA

DE PATOS
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41 INTRODUCAO

O desenvolvimento de sistemas agricolas mais adaptados as condigdes climéticas e
edaficas dos tropicos, € uma necessidade reconhecida por diversos autores (CLARKSON,
1985; MARSCHNER, 1986 ). O elevado intemperismo, que ocorre nas regides tropicais,
leva a uma baixa fertilidade natural dos solos, sendo que 68 % da superficie do Brasil é
ocupada por Latossol os (Oxissolos) e Podzdlicos (Ultissol0s).

Os principais problemas apresentados por esses solos, relacionados com sua
utilizac8o agricola, podem ser assim resumidos. elevada acidez, teores toxicos de aluminio
trocavel, baixos teores de fosforo disponivel e muitas vezes também de fésforo total,
elevada capacidade de fixac8o de fésforo, baixos teores de bases trocaveis, baixos teores
de matéria organica e nitrogénio. As medidas recomendadas para a corregdo de alguns
desses problemas, como a calagem, a adubacdo com fertilizantes solUveis fosfatos e
nitrogenados, entre outras, tem um custo elevado e nem sempre sd0 acessivels aos
produtores rurais, especialmente os de menor poder aquisitivo. Desta maneira, o estudo de
sistemas bioldgicos eficientes, no sentido do aproveitamento dos recursos naturais € uma
necessidade, tanto para a agricultura atual, quanto para as geragoes futuras ( UNCED,1992
e Forum Global, 1992 ), visto que as fontes de alguns nutrientes, como no caso do fosforo,
s80 finitas.

Entre algumas das préticas agricolas usadas no sentido de melhorar a eficiéncia
biol6gica dos agroecossistemas, reciclando nutrientes, destaca-se a adubacéo verde, a qual
consiste na incorporagdo de plantas a0 solo, com o objetivo de obter beneficios para as

culturas seguintes (MYIASAKA, 1983). Plantas de diversas familias sdo utilizadas, no
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entanto, as leguminosas séo adotadas em maior escala, devido a capacidade de fixarem
nitrogénio do ar, através de simbiose com algumas bactérias dos generos Rhizobium e
Bradyrhizobium. O processo de fixagao biologica de nitrogénio, ocorre na dependéncia de
atividade enzimética (enzima nitrogenase), no qual a energia € fornecida via ATP. E
possivel que por formarem nédulos as leguminosas tenham uma maior demanda por
fosforo, do que as plantas que dependem do nitrogénio mineral (FRANCO, 1977).

Como nos solos tropicais, o fosforo € um elemento limitante, € de se supor qua as
leguminosas desenvolveram mecanismos eficientes de mobilizacdo e de utilizacdo desse
elemento, ja que, segundo FOX (1978), o fésforo é o mais importante fator limitante, em

termos nutricionais, a producéo de leguminosas em solos tropicais.

4.1.1 AdaptacOes das plantas ao estresse de fosforo

As plantas comportam-se diferencialmente em relacdo a escassez de fésforo nos
solos. Diversas séo as adaptactes apresentadas pelas plantas para superar a deficiéncia de P
(fésforo), entre elas cita-se: alteracbes morfol égicas no sistema radicular e ou ateractes no
meio i6nico (GARDNER et a. 1983 ; MARSCHNER, 1986); associacOes simbidticas e
assmbidticas com microrganismos na rizosfera (SAUNDERS e TINKER, 1971;
HAYMAN e MOSSE, 1972; LOPES e LOMBARDI, 1981).

CLARKSON (1985), relata que os modelos matematicos utilizados para explicar a
absorgéo de nutrientes do solo, estdo associados a fatores do solo, fatores de absorgéo do
sistemaradicular e fatores morfol6gicos. Os fatores do solo determinam a taxa na qual um

determinado nutriente atinge a superficie da raiz, os fatores morfol gicos definem a taxa de
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crescimento da superficie de absorcéo e os fatores de absorcéo, definem a capacidade de
absorcdo de nutrientes pelaraiz.

Segundo CLARKSON (1985), em relagcdo ao fosfato, a taxa de absorcdo ndo
depende tanto das propriedades de absor¢do da raiz, mas sim da taxa de difusdo desse
elemento na zona de deplecdo. SILBERBUSCH e BARBER (1983), utilizando modelos
mateméticos, observaram que os fatores do solo e parametros morfol égicos da raiz, foram
mais importantes do que os fatores cinéticos de absor¢do de P, em plantas de soja, a partir

de experimentos em camaras de crescimento.

4.1.2 Morfologia do Sistema Radicular

STEFFENS (1984), estudando alguns parametros de raizes e absor¢do de P em
trevo vermelho ( Tifolium pratense ) e azevém ( Lolium multiflorum ), observou que o
azevém apresentava diametro de raizes mais fino, pelos radiculares mais longos e
comprimento de raizes, em torno de cinco vezes maior, que os de trevo vermelho. Todos
0S parametros se correlacionaram com a absorcdo de fésforo. SILBERBUSH e BARBER
(1983) notaram que a taxa de crescimento da raiz e o raio da raiz foram os parametros
mais sensiveis na absor¢ao de P em soja (Glycine max ).

A deficiéncia de P pode afetar a morfologia do sistema radicular (RUSSEL, 1977;
BARBER, 1979 ; DREW, 1979). SCHENK e BARBER (1979), relataram que plantulas de
milho, crescendo em camaras, com amostras de seis diferentes tipos de solos, apresentavam
menor raio médio de raiz e maior superficie de raiz por grama de parte aérea produzida, nas

plantulas de solos com baixa concentragdo inicial de P.
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ANGHINONI e BARBER (1980), estudando o efeito do estresse de P em plantas

de milho em solugdo nutritiva, observaram que aos 12 dias 0 peso daraiz e o comprimento
aumentaram, enquanto o raio médio diminuiu, com o aumento do periodo de estresse de
fosforo. HALLMARK e BARBER (1984), trabalhando com soja (Glycine max) sob
estresse de P, observaram que a aplicacdo de 100 ppm de P ao solo, provocou uma
diminuicdo no comprimento de raizes, no raio médio e na superficie de &rea de raiz por

grama de parte aérea.

4.1.3 Modificagdes fisico-quimicas no ambienteradicular

A atividade das plantas pode modificar o ambiente quimico na interface solo-raiz
(LONERAGAN, 1979). O equilibrio de fosfato e outros ions, pode ser modificado pela
atividade dos vegetais (BLACK, 1968).

Existem na literatura diversas referéncias a mecanismos, 0s quais podem provocar
modificagdes fisico-quimicas no ambiente radicular. MULETE et al. (1974), relataram o
uso de fésforo insoltvel por plantas do genero Eucaipto, enquanto que JAYMAN e
SIVASUBRAMANIAN (1975) registraram a eficiéncia do cha da India (Camellia sinensis)
em exudar &cidos organicos, obtendo assim P de componentes pouco solUveis dos solos.
GRINSTED et al. (1982), resumem aguns dos mecanismos que provocam ateractes na
concentracdo do P na solucdo do solo: exudacdo de éacidos organicos de baixo peso
molecular pelas raizes da planta, diminuindo o pH da rizosfera, 0 que modifica a
solubilidade do fésforo do solo; extrusdo de H e ou OH , a fim de manter um balanco de

cargas el étricas associado com a absor¢ao de cétions e anions.
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Segundo AGUILAR e DIEST (1981) e BEKELE et al . (1983), as plantas podem
apresentar excesso de cétions ou de anions absorvidos. No primeiro caso, diz-se que
apresentam um padréo alcalino de absorcdo, enquanto no segundo caso trata-se de um
padrdo &cido de absorcdo. A forma pela qual o nitrogénio € absorvido, tem papel
fundamental no excesso de cétions ou anions, visto ser este o elemento nutriente absorvido
pelas plantas, em maiores quantidades. (JUNGK, 1970; MARSCHNER, 1986). O excesso
de carga positiva ou negativa, vai determinar uma extruséo de H+ ou de HCO3/OH', o que
podera determinar reagcOes fisico-quimicas na rizosfera, as quais podem interferir no
aproveitamento de nutrientes, como o fésforo, a partir de fontes pouco sollvels, como 0s
fosfatos de rocha (AGUILAR e DIEST, 1981; BEKELE et al . 1983).

Diversos trabal hos tem apresentado variagdes no pH da rizosfera, associadas a fonte
de N presente. As plantas adubadas com NH, *, apresentam uma acidificacdo da rizosfera,
ocorrendo o contrario quando a fonte nitrogenada é o NOs; *, (RILEY e BARBER , 1971;
SMILEY , 1974, SOON e MILLER, 1977; AGUILAR e DIEST, 1981; MARSCHNER et
al . 1982; CLAASSEN e JUNGK, 1982; BEKELE et al . 1983; GAHOONIA et al. 1992).
As plantas que absorvem o nitrogénio a partir da fixacdo biolégica do nitrogénio
atmosférico, também acabam promovendo a acidificacgo da rizosfera ( NYATSANGA e
PIERRE, 1973; AGUILAR e DIEST, 1981; BEKELE et al . 1983 e MARSCHNER e
ROMHELD, 1983). E importante notar que algumas espécies, como o gréo de bico (Cicer
arietinum) (MARSCHNER e ROMHELD, 1983) , o trigo sarraceno (Fagopyrum
esculentum) (BEKELE et al. 1983) e o feijdo de porco (Canavalia ensiformes) (ASHER e
EDWARDS, 1983), entre outras, s80 capazes de promover a acidificagdo da rizosfera,

independentemente da forma de N absorvida.
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A deficiéncia de fosforo no solo, pode induzir mecanismos de eficiéncia ao nivel
radicular, como relatado para o0 caso do tremoco branco (Lupinus albus L.) por
GARDNER e PARBERY, 1981; GARDNER et al . (1982) e GARDNER et al . (1983)
Estes autores relataram a ocorréncia de raizes protedides nesta planta e tentaram elucidar os
mecanismos de inducdo da formacdo das mesmas, como uma funcdo da deficiéncia de
fosforo. MARSCHNER et al. (1982) ; MARSCHNER e ROMHELD, (1983) ;
MARSCHNER (1985) e MARSCHNER (1986) também observaram a formacao deste tipo
de raiz em tremoco e gque a presenca da raiz protedide diminuia, a medida que a
concentracdo de fosforo era aumentada no ambiente radicular.
GAHOONIA e NIELSEN (1992), relataram o efeito de mudancas de pH na

rizosfera das plantas e seu efeito na deplecéo de fosforo, tanto organico quanto inorgénico.

414 Fosfatosde Rocha

A utilizacdo direta de fosfatos de rocha, apresenta diversas vantagens, mas também
desvantagens.

Segundo LOPES et al . (1982), as vantagens seriam:
a) Tecnologia de producéo relativamente simples,
b) Baixos investimentos;
c) Baixa necessidade energética, em torno de 1/3 da energia requerida para a producéo de
fosfatos soliveis normalmente utilizados;
d) Representa 0 modo mais rapido e talvez mais barato para o inicio de uma indistria

basica de fosfatos em paises em desenvolvimento.
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€) Solubilizacdo lenta, resultando em menor fixagdo de P em solos acidos tropicais.

As desvantagens seriam:

a) O teor de fosforo no fosfato de rocha é geralmente menor do que aquele encontrado em
fosfatos sollUveis de alta concentracdo, 0 que limita a sua competicdo no mercado, a
medida que as distancias entre os centros produtores e consumidores aumentam.

b) Os fosfatos de rocha apresentam limitada amplitude de uso, uma vez que eles variam
pela sua reatividade e sua eficiéncia agronémica, sendo fortemente influenciada pelo tipo
de solo, cultura agricola utilizada e condigdes climéticas.

c) Grande variacdo entre fosfatos naturais de diferentes origens.

Segundo KHASAWNEH e DOLL (1978), as rochas fosfatadas apresentam um
comportamento  bastante distinto, relacionado com a reatividade, quando aplicadas
diretamente aos solos. As caracteristicas fisico-quimicas e a origem das rochas € que
determinam , em grande parte, essas diferencas. As rochas de origem magmatica s&o
pouco reativas, porque apresentam estruturas com cristais grosseiros, nao apresentando
superficies internas. Enquanto que as rochas sedimentares sdo micro - cristalinas ,
apresentando uma area de superficie relativamente grande e assim, uma maior reatividade.
Numa comparacéo entre fosfatos de rocha de origem ignea e sedimentar, HOWELER e
WOODRUFF (1968), concluiram que os de origem sedimentar apresentavam uma
dissolucdo mais rapidano solo. LEON et al . (1986), trabalhando com 11 fosfatos de rocha
da Américado Sul, concluiram que os fosfatos de origem sedimentar foram mais reativos,

do que aqueles de origem ignea ou metamérfica.
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O Brasil possui reservas geolégicas de rochas fosfatadas, estimadas em 2,5 bilhdes de
toneladas (CARVALHO, 1977, citado por BARBOSA FILHO, 1984). A maior parte das
jazidas brasileiras estéo localizadas estéo localizadas nos estados de Minas Gerais, Goias e
S0 Paulo, sendo que Minas Gerais concentra cerca da metade das reservas.

De acordo com CARVALHO (1977), citado por ALCARDE e PONCHIO (1980),
asreservas brasileiras de fosfatos pertencem a quatro tipos principais de formagoes:

a) Jazidas sedimentares, sob aforma de fosforitas (Olinda e de outros locais do nordeste);
b) Jazidas sedimentar-metamorficas ( e. g. Patos de Minas);

c) Jazidas relacionadas com a atividade magmética, sob a forma de apatitas ( e. g.
Jacupiranga, SP; Araxa, MG e Cataldo, GO);

d) Jazidas de concentracdo residua secundaria, formando as bauxitas fosforosas ( e. g.
Trauira e Pirocaug, MA).

Segundo RAIJ et al . ( 1981), as principais jazidas de fosfatos no Brasl,
apresentam o minera apatita (C10(POy)s)x , como o composto de fosforo mais importante.
Este mineral apresenta-se na natureza com grande variagdo na composicao quimica, 0 que
faz variar a sua eficiéncia

Segundo KHASAWNEH e DOLL (1978), os primeiros fatores responsaveis pela
eficiéncia das plantas em utilizar fésforo de fosfatos de rocha, seriam as diferencas entre as
rochas, as propriedades dos solos e a eficiéncia das plantas.

As apatitas so termodinamicamente instaveis em condic¢des de acidez do solo. A
reacao de dissolugdo da apatita, segundo CABALA-RONSAND e WILD (1982), seria:

Ca(POg)3: X* + 6H" = 5Ca+H3PO, + X*

* (onde X podeser F, OH ou CO3)
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Essareacdo indica que é necesséria uma fonte de H+ para que a reagdo se processe

e que uma forca de dreno por Ca?* e H3PO, favoreceriam a reagdo. Se X é flor ( F), este
competira por sitios de adsor¢do com o fosforo liberado (CABALA-ROSAND e WILD,
1982). No entanto, os ions fosfatos tenderdo a formar compostos que serdo, ainda menos
soliveis que a apatita, que Ihes deu origem. Esse € um dos principais problemas da
utilizagdo de rochas fosfatadas como fertilizantes (CABALA-RONSAND e WILD, 1982).
A solubilizagao de fosfatos junto arizosfera das plantas, poderia favorecer a absor¢do do P,
reduzindo os efeitos da formacdo desses compostos de baixa solubilidade, as vezes

chamados de insolGivels.

4.1.5 Aproveitamento de fosforo a partir de Fosfato de Rocha

JOHANSEN (1993), trabalhando com grédo de bico Cicer arietinum) e guandu
(Cajanus cajan), relatou a solubilizacdo e o aproveitamento de fosforo em solos pobres
neste nutriente, além do aumento do “pool” de fésforo para as plantas subsequientes. O
autor demonstra que o gréo de hico libera muitos acidos, em especia o acido mélico, de
suas raizes. Enquanto que o guandu exsuda &cido psidico em sua rizosfera. Esses acidos
reagem com o fosforo ligado ao ferro, liberando P para as plantas.

BEUSICHEM (1981) e BEUSICHEM (1982), afirmam gue os efeitos positivos do
padrédo alcalino de absor¢do de nutrientes das leguminosas, somente teria importancia
agrondmica na nutricdo fosfatada em solos &cidos, com baixo poder tampdo e com baixa
capacidade de fixac8o de fosforo. AGUILAR e DIEST (1981), apresentaram resultados que

comprovam o aproveitamento de fésforo por soja (Glycime max) e afafa (Medicago
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sativa), no entanto, trabalhando em areia ou com solo de baixo poder tampé&o. NY E (1981),
argumenta que a mudanga de pH ao longo da rizosfera € maior, quanto mais préximo o pH
do solo estiver do pH minimo (pH no qua o coeficiente de difusdo estd em seu menor
valor). Isto chama atencéo para o fato e que o mecanismos de extrusdo de prétons, pode néo
ter grande importancia na solubilizacdo de fésforo em solos acidos, ficando este efeito
restrito a solos com pH mais elevado. SWART e DIEST (1987), demonstraram o
aproveitamento de fosforo a partir de fosfatos de rocha, trabalhando em solo &cido e em
solo neutro, com alta capacidade de fixacdo de fosforo trabalhando com cudzu ( Pueraria
javanica). SILVA et al . (1985) demostraram, em condic¢des de acidez o aproveitamento de
fosfato de rocha por mucuna preta (Mucuna aterrima). ABBOUD (1986), relatou que entre
cinco espécies de leguminosas 0 guandu Cajanus cajan) e o feijdo bravo do Ceard
(Canavalia brasiliensis), apresentaram melhor eficiéncia, em solo &cido, no aproveitamento
de fésforo, a partir de fosfato de Patos de Minas.
O objetivo deste experimento, foi 0 de avaliar a capacidade de quatro leguminosas
utilizadas como adubo verde, em aproveitar o fosforo a partir de fosfatos de rocha, em

condicdes de acidez.

4.2 MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido em vasos, contendo 4,0 kg de Solo Ecologia Planossolo),
coletado de 0 a 20 cm de profundidade. A analise redlizada apos a peneiragdo em tamiz de
0,5 cm, apresentou os seguintes resultados: pH = 54; Al 3" = 1,2 meg.100 g * ; C&®*
=1,2meq.100g* : Mg?* = 0,8 meq.100 g*; P = 7,3 ppm e K = 25 ppm. A andise foi

realizada nos laboratérios da EMBRAPA-CNPAB.
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Todos os vasos receberam uma dose de calc&rio dolomitico, equivalente a 500 kg.

hal e 10 kg de K-0 ha, na forma de KCl. Tomou-se por base, para os célculos de
adubaczo, 2,0 x 10° kg como a massa de solo contidaem 1,0 ha.
Os tratamentos consistiram de cinco doses de fosforo, assim divididas: 0, 40, 80, e 160 kg
de P,Os por hectare, na forma de Fosfato de Rocha de Patos de Minas e uma dose de 80 kg
por hade P,Os , na forma de Super Fosfato Triplo. Considerou-se o teor total de P,Os do
fosfato de rocha, como de 24%.

Foram testadas quatro espécies de leguminosas. feijdo de porco (Canavalia
ensiformes); feijdo bravo do Ceard (Canavalia brasiliensis); mucuna preta (Mucuna
aterrima) e mucuna rgjada (Mucuna deeringiana). Todas as sementes foram inoculadas com
estirpe adequada de rizobio, fornecidas pelo laboratério de Microbiologia da EMBRAPA-
CNPAB.

Apbs a germinacdo e desenvolvimento inicial, foi feito o desbaste para quatro
plantas por vaso. A umidade do solo, durante o experimento, foi mantida proxima a
capacidade de campo.

As plantas foram coletadas apds 53 dias de plantio, devido a0 comportamento
vollvel, apresentado por todas as espécies, tendo neste momento, atingido o teto da casa de
vegetacdo. Na época da coleta, as folhas mais velhas ja apresentavam-se secas.

Apbs a coleta, a parte aérea foi cortada e seca em estufa por 48 horas, a uma
temperatura de 65° C. As raizes foram cuidadosamente retiradas do solo, lavadas, retirados
0s nédul os e secos em estufa por 48 horas, a65 ° C.

Apos a determinagcdo do peso da matéria seca, procedeu-se a andlise quimica do

tecido vegetal. Foi utilizada a metodologia de absorcdo atdbmica, como descrita em
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BATAGLIA etal . (1983), paraCa’’; M¢™"; K* e Na" . Para o nitrogénio total, utilizou-se
ametodologia de BREMNER (1965); para NH,*, usou-se 0 método de araste a vapor, com
oxido de magnésio e Ligade Devarda (BREMNER e KEENEY, 1965); para o contetido de
P, empregou-se a digestdo nitro - perclorica (BATAGLIA et al . 1983) e determinagéo
colorimétrica com o desenvolvimento de cor azul, em meio sulfurico, tendo como redutor o

&cido ascorbico (EMBRAPA, 1979).

4.3 RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os resultados apresentados no quadro 1, indicam que ndo houve efeito das doses,
nem das fontes de fosforo na producéo de matéria seca em todas as espécies testadas. A
producdo de matéria seca, nas condigdes do experimento, parece ndo ter sido limitada pelo
fosforo. 1sso € muito claro para as duas espécies do género Canavalia e para a Mucuna
deeringiana, e menos evidente para a Mucuna aterrima.

Dentre as espécies, a que mais produziu matéria seca foi a C. ensiformes, diferindo
significativamente das demais. A segunda espécie em termos de producéo de matéria seca,
foi M. aterrima, diferenciando-se significativamente de C. brasiliensise de M. deeringiana.
Estas duas Ultimas, ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Com relagdo a acumulagdo de cétions (quadro 3.2), C. ensiformis apresentou 0os maiores
valores de meg.total por vaso, seguida de C. brasiliensis M. aterrima e por por ultimo a
M. deeringiana. Os dados indicam que, com relacdo a acumulagéo de cétions, ndo houve

resposta das plantas a aplicacdo de fosfato de rocha, pois mesmo aguelas que ndo
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receberam os tratamentos, também apresentaram valores elevados de acumulacdo de

cétions.

Tabela 11. Peso da matéria seca de quatro leguminosas usadas como adubo verde e
submetidas a diferentes doses e fontes de fosforo.

ESPECIE DOSE DE P,0Os (kg.hah)

0" 40 80" 160" 80° X
Matéria Seca (g .vaso )
Canavalia ensiformes 21,20 18,20 21,10 17,50 19,70 19502
Canavalia brasiliensis 12,20 12,70 12,50 11,90 13,60 12,60°
Mucuna aterrima 15,00 14,20 16,10 16,50 17,30 15,80 ®
Mucuna deeringiana 12,60 10,20 9,90 1480 12,70  12,10°
X 15,25 13,83 14,90 15,18 15,83

' Fosfato e Rocha de Patos

2 Super Fosfato Triplo

Vaores na mesma coluna seguidos de letras mintscul as diferentes diferem entre si ao nivel
de P< 0,05 pelo teste de Duncan.

Tabela 12. Acumulacdo decétions (Ca?* + Mg?* + K* + NH;" + Na*) em meq total.

vaso™® em quatro leguminosas usadas como adubo ver de esub-metidas a diferentes
doses e fontes de fosforo.

ESPECIE DOSE DE P0Os (emkgha™)
0" 40" 80" 160" 80~ X
meq.100 g-1 de Cations
Canavalia ensiformes 5,80 4,90 5,10 4,50 4,50 5,00
Canavalia brasiliensis 3,90 4,80 5,20 3,70 3,90 4,30
Mucuna aterrima 3,90 3,80 4,00 3,60 4,00 3,90
Mucuna deeringiana 3,30 2,70 2,70 3,30 3,80 3,20
X 4,20 4,00 4,30 4,30 4,00

! Fosfato de Rocha de Patos

2 Super Fosfato Simples
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O total de bases extraidas do solo, mostrou diferencas marcantes entre géneros e

entre espécies (quadro 3.2), mas nenhum efeito significativo da adicéo tanto de fosfato de

rocha quanto de superfosfato triplo. O feijdo de porco Canavalia ensiformes) acumulou

mais bases do que as demais espécies e a adicdo de ambas as fontes de fésforo, diminuiu o

total de bases extraidas do solo. Quanto ao acimulo de célcio na parte aérea ( quadro 3.3),

as diferencas foram maiores, mas ainda ndo significativas. As espécies do género

Canavaia acumularam mais céalcio do que as do género Mucuna, sendo que M. aterrima
acumulou mais célcio do que M. deeringiana.

Tabela 13. Acumulacéo de P (meg.vaso?) de quatro leguminosas usadas como adubo
verde e submetidas a diferentes doses e fontes de fosforo.

ESPECIE DOSE DE POs (emkgha™)
0" 40" 80" 160" 80~ X
meq.vaso " de Fosforo (P)
Canavalia ensiformes 1,10 0,90 1,20 1,20 1,60 1,20
Canavalia brasiliensis 0,60 0,80 0,80 0,80 1,10 1,00
Mucuna aterrima 0,60 0,70 0,80 1,00 1,00 0,80
Mucuna deeringiana 0,60 0,50 0,60 1,10 1,00 0,76
X 0,70 0,70 0,85 1,00 1,20

! Fosfato de Rocha de Patos

2 Super Fosfato Simples

Como esperado, o tratamento com superfosfato triplo diferenciou-se
significativamente dos demais, apresentando uma maior acumulacdo de fésforo, por todas
as espécies em estudo. Com relagcdo aos tratamentos com fosfato de rocha, ndo houve
diferenca significativa. Com relagdo aos tratamentos com fosfato de rocha, embora
perceba-se um maior acimulo de P a medida que as doses sdo elevadas, ndo houveram

diferencas significativas. Isto tanto pode indicar o baixo aproveitamento do P a partir do
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fosfato de rocha, quanto que a duragdo do experimento pode ndo ter permitido o
esgotamento de P das sementes das espécies cultivadas. Os resultados de producdo de
matéria seca, aparentemente confirmam esta hipotese, pois nd houve diferenca
significativa entre os diversos tratamentos, tendo havido apenas diferencas entre as
especies.
Tabela 14. Por centagem de P de quatro leguminosas usadas como adubo verde e

submetidas a difer entes doses e fontes de fosfor o.

ESPECIE DOSE DE P0Os (emkgha™)

o 40 8o’ 160" 807 X

% de Fosforo
Canavalia ensiformes 0,11 0,11 0,13 0,13 0,13 0,13
Canavalia brasiliensis 0,10 0,12 0,15 0,15 017 0,14
Mucuna aterrima 0,08 0,10 0,11 0,12 014 011
Mucuna deeringiana 0,10 0,10 0,14 0,15 0,15 0,13
X 0,10 0,11 0,13 0,14 0,15

! Fosfato de Rocha de Patos

2 Superfosfato Triplo

Os dados de porcentagem de P, mostram uma leve tendéncia das plantas em
responderem a aplicacso de fosforo, especialmente nos tratamentos 160 kg.ha de Fosfato
de Rocha de Patos e no tratamento de superfosfato triplo, ndo havendo diferenca
significativa entre os outros tratamentos. Com relagdo as espécies, ndo houve diferenca
significativa, tendo C. brasiliensis uma porcentagem de P e M.deeringiana a menor, sendo

esta diferenca muito pequena.



Tabela 15. Porcentagem de nitrogénio em quatr o leguminosas usadas como adubo
verde e tratadas com diferentes doses e fontes de fésfor o.

ESPECIE DOSE DE POs (emkgha?)
o 40! 80* 160" 80° X
% de Nitrogénio

Canavalia ensiformes 2,80 3,00 3,10 2,90 3,60 3,104
Canavalia brasiliensis 2,20 2,60 2,30 2,70 3,30 2,504
Mucuna aterrima 1,80 2,10 2,00 2,70 2,30 2,50,
Mucuna deeringiana 2,10 1,70 2,20 2,60 250 2,20,

X 220a 240a 240b 2,70ab 290a
1 Fosfato de Rocha de Patos
2 Superfosfato Triplo

Vaores seguidos de letras diferentes na mesma coluna ou linha ndo diferem estatistcamente

entre si ao nivel de P < 0,05 do teste de Duncan.

O aumento da disponibilidade de fosforo, claramente aumentou a porcentagem de

nitrogénio, em todas as espécies estudadas. A Cavavalia ensiformes apresentou a maior

porcentagem de nitrogénio, diferindo significativamente das espécies do género Mucuna.

As Mucunas ndo diferiram entre si, sendo que Canavalia brasiliensis apresentou valor

intermediério.

Tabela 16. Nitrogénio total acumulado por quatro leguminosas usadas como adubo
verde, tratadas com diferentes doses e fontes de fosfor o.

ESPECIE DOSE DE PRPOs (enkgha?)

0" 40 80" 160" 80~ X

Nitrogénio Total
Canavalia ensiformes 0,59 0,54 0,66 0,50 0,72 0,60
Canavalia brasiliensis 0,30 0,33 0,29 0,32 044 034
Mucuna aterrima 0,27 0,28 0,32 0,40 044 034
Mucuna deeringiana 0,26 0,18 0,22 0,32 0,39 0,27
X 0,36 0,33 0,37 0,39 0,50

! Fosfato de Rocha de Patos

2 Superfosfato Triplo



Com relac@o ao nitrogénio total acumulado, observa-se 0 mesmo comportamento,
ou sgja, houve diferenca significativa, sendo que a maior acumulacdo foi com aplicacdo de
superfosfato triplo, seguido das doses 160, 80 e 40 kg. ha’ de fosfato de rocha A
testemunha diferiu significativamente, tanto da rocha fosfatada, quanto do superfosfato
triplo. A maior acumulagcdo de nitrogénio total, com fosfato de rocha foi observada em
Canavalia ensiformes, seguida de Canavalia brasiliensise Mucuna aterrima , a menor
acumulacdo ficou com Mucuna deeringiana.

Os resultados ndo foram muito evidentes, quanto ao aproveitamento de P do fosfato
de rocha pelas plantas. Suspeita-se que a pouca duragdo do experimento e as limitagdes
espaciais, ndo tenham permitido o esgotamento total das reservas de P das sementes, 0 que
impediu gque se expressasse uma maior diferenca entre os tratamentos.

Segundo ANDREW (1977), as respostas das leguminosas a doses de fésforo, sdo
controladas pelo tamanho da semente, taxa de absor¢do e necessidade interna de fésforo.
Como as espécies apresentam sementes de tamanho relativamente grande (todas as
espécies mas em especiad Canavalia ensiformes ) , pode-se supor que as reservas de
fosforo das mesmas, ndo tenham sido totalmente esgotadas. Espécies com baixa reserva de
fosforo na semente e capazes de absorver grandes quantidades de fosforo do solo, ou de
fontes poucos sollvels, seriam importantes tanto como extratoras, como protetoras de
fosforo em agroecossistemas. Segundo ABBOUD (1986), este seria 0 caso do guandu
(Cajanus cajan), o que é confirmado pelos trabahos de JOHANSEN (1993) e

MACHADO (1993).
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A retirada de célcio do solo e ou da rocha fosfatada, pode fornecer a saida de ions
fosfatados dos minerais de rocha (KAHSAWNEH e DOLL, 1978). Desta forma, as
espécies que absorvem mais calcio do solo, podem contribuir para o deslocamento do
equilibrio da solugdo do solo, no sentido da solubilizagdo da rocha. Como o feijéo de porco
(Canavalia ensiformes) e o feijdo bravo do Ceara (Canavalia brasiliensis), acumularam
mais bases e mais calcio do que as espécies do genero Mucuna, € possivel supor, que estas
plantas apresentam uma melhor eficiéncia no aproveitamento do fésforo a partir do fosfato
de rocha. De fato, a acumulacéo de P pelo feijéo de porco, foi significativamente maior do
que as outras espécies. No entanto, uma avaliagdo mais precisa da eficiéncia da
solubilizacdo de fosfatos de rocha, somente poderia ser realizada em experimentos de
campo, de longa duracdo, nos quais pudessem ser realizados o completo balanco do fosforo
no sistema.

Quanto ao efeito da absor¢éo de nitrogénio no pH rizosférico, apesar de ndo terem
sido realizadas estas medidas, os resultados dos capitulos | e |l da presente tese, mostraram
gue as plantas foram capazes de promover acidificacdo darizosfera, tendo o feijdo de porco
apresentado o menor valor de pH para rizoplano, diferindo-se estatisticamente das outras
espécies. Espera-se que tenha havido acidificagdo da rizosfera, no entanto, somente seria
possivel afirmar que houve realmente aproveitamento do fosfato de rocha, a partir de

experimentos de longa duragdo e a campo.

Muitos experimentos relatados nas referéncias bibliogréficas apresentam resultados
positivos nas respostas das leguminosas a aplicagdo de fosfatos de rocha (AGUILAR e

DIEST, 981, BEKELE et al. 1983 e SWART e DIEST, 1987). Entretanto, é preciso
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lembrar que estes experimentos foram conduzidos com fosfatos de rocha africanos, de
origem sedimentar e por isso, com uma eficiéncia agronébmica bem superior aguela do
fosfato de rocha de Patos. Novamente, seriam necessarios experimentos de longa duragéo,
paraavaliar area eficiéncia das leguminosas em aproveitar o fosfato de rocha de Patos, em
condicdes tropicais de solos &cidos, testando a hipotese de NYE (1981) e de BEUSICHEM
(1981 e 1982), de que 0 aproveitamento de P a partir de fosfatos de rocha somente seria
possivel em solos com pH elevado e de baixo poder tampao.

Como o efeito da acidificacdo da rizosfera das leguminosas, devido ao padréo
acaino de absor¢do de nutrientes, € um efeito localizado, a recomendagdo da aplicagdo de
fosfato de rocha nalinha de plantio , seria uma prética recomendavel.

Experimentos de curta duragdo, em casa de vegetacdo, ndo sdo adequados a

avaliagdo da eficiéncia destas espécies, em aproveitar o fosforo a partir do fosfato de rocha.

44  CONCLUSOES

1. N&o houve efeito das doses e fontes de fosforo na producéo de matéria seca.
2. Canavalia ensiformes produziu mais matéria seca, acumulou maiores quantidades
de bases e de Ca?* , acumulou mais fésforo de ambas as fontes utilizadas e acumulou
mai's nitrogénio que as outras espécies testadas.
3. Os resultados ndo permitem concluir se houve ou ndo aproveitamento de P do Fosfato
de Rocha de Patos, pelas espécies testadas.

4. Experimentos a campo de longa duracdo devem ser conduzidos com espécies de ata
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reserva de P nas sementes e rapido crescimento para avaliar a solubilizacdo e o

aproveitamento do P a partir de fosfatos de rocha.
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5.CAPITULO IV

Anexo 2

Eletrodo de Antimonio: construcao e utilizagdo no monitoramento do pH da rizosfera

de plantasin vivo.
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51 INTRODUCAO

Para a medida do pH da rizosfera in vivo, os eetrodos de vidro ndo sdo adequados,
pois além de muito frageis, necessitam de uma mistura dgua solo, sgja em pasta ou em
solucdo. Desta forma, no caso de medidas de pH de rizosfera in vivo, € mais adequada a
utilizagcdo do eletrodo de antimonio (SCHALLER e FISCHER, 1981; SCHALLER e
FISCHER, 1985).

O principio de utilizagdo do eletrodo de antiménio (também chamado de eletrodo de
antimonio - 6xido de antiménio) para determinagdes potenciométricas do pH, baseia-se na
reacdo dos ions antiménio com a égua, formando hidroxidos pouco solUveis, segundo
STOCK et al. (1958) e KORTUM (1966), citado por SCHALLER e FISCHER (1981).

A reacdo de medida da diferenca de potencial, de acordo com KORTUM (1966)

citado por SCHALLER e FISCHER (1981), € a seguinte:

03+ 2H,0>  2SH(OH)s > 2SH(OH), + 20H"

Tomando-se o potencial do eletrodo de antiménio a partir do grau de dissociacéo do

Sb(OH)3, podemos obter uma relacdo linear, entre o potencial (Es,) € 0 pH, a partir da

equacao de Nerst:



Ess =Eo, s - RT . pH

0,4343. F

Onde:
Esp = Potencial do Sb (Antimoénio)
Ebo, sp = Potencial padréo do eletrodo de Sb
R = Constante univer sal dos gases perfeitos
T = Temperatura (°K)
F = Constante de Faraday
pH = potencial hidrogenidnico

Junto ao Sh, O3 surge entdo, um outro potencia de contato, ou sgja Sh-6xido, que
resulta da pressdo parcial de O2. Desta forma. B sp ndo € constante e Eg,, € dependente do
potencia redox.

Os eletrodos 6xidos metdlicos, podem ser assim utilizados na medida de pH, quando
superficies pequenas precisam ser medidas, sdo especiamente recomendados para
micromedidas (SCHALLER e FISCHER, 1981) e adequados a medida do pH em
micrositios da rizosfera de plantas in vivo, por dispensarem a presenca de uma mistura
solugdo aquosaou mesmo pasta.

O objetivo do presente trabaho, foi 0 de construir, calibrar e utilizar um eletrodo de
antimdénio para a medida do pH em micrositios da rizosfera de espécies de leguminosas
tropicais, usadas como adubos verdes.

Além de aplicacBes a agricultura, estudo de solos e nutricdo minera de plantas, o

eletrodo de antiménio também pode ter aplicacbes médicas, odontoldgicas, veterinérias,
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boténicas e ainda industriais (tecnologia de aglcar, dguas naturais, indicadores, corantes,
l&tex, Oleo, sabdo, celulose e de cortume), como relatado por STOCK et al. 1958 ;

KURELLA e POPOV (1961) e VOROVIEV et al. (1961).

5.2 MATERIAL E METODOS

Para a construcdo do microeletrodo, utilizou-se a metodologia proposta por
SCHALLER e FISCHER (1981) e por HAUSSLING et al (1985), com modificacGes (veja
figura abaixo). Os procedimentos séo descritos a seguir:

Fundiu-se 0 metal antiménio (Sb) numa mufla a uma temperatura de 680 a 700 ° C,
( a temperatura de fusdo do Sb estd em torno de 630 ° C ), quando a mufla atingia cerca de

700 °© C, era rapidamente aberta e com o auxilio de uma seringa colada a um tubo capilar

‘f
Cabo Coaxial
-
Fio de -
Cobre
-
Pipeta Pasteur mm{>> pHmetro
sb +i-18 cm
{Antiménio) Adesivo
Adesivo ‘ Eletrodo de
—_ Calomelano

\—p 0.9 mm (Sh)

-

ELETRODO DE Sb {ANTIMONIO): ESQUEMA DE CONSTRUGAQ E MODO DE OPERAGAD.

OBSERVAR QUE O DESENHO DO ELETRODO DE Sh APRESENTA UMA ESCALAE O
DESENHOQ DO pHMETRO OUTRA ESCALA
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termoresistente, aspirou-se o metal fundido, de forma a que ele preenche-se todo o espaco
do tubo capilar. Em pouco tempo obtinha-se um bast&o de Sb, o qua era introduzido numa
pipeta Pasteur e ai fixado com cola neutra. Posteriormente, foi soldado um fio de cobre
(Cu) aobastdo de antiménio, sendo o Cu conectado aum cabo coaxial, compativel com
o0 potencibmetro. A ponta do bastdo de antiménio foi lixada em bise, permitindo
micromedidas, ou sgja, didametros menores do que 1,0 mm.

O eletrodo de antiménio funciona como indicador, necessitando de um eletrodo de
referéncia, no caso o eletrodo de calomelano (SCHALLER e FISCHER, 1981).
Para a medida do pH na rizosfera das plantas, foi usado o sistema de cultivo em
minirrizotrons e a técnica qualitativa, usando filmes de agar-agar, com indicador de pH
(purpura de bromocresol), conforme descrito no capitulo |. As medidas foram redlizadas a
temperatura ambiental, em torno de 25° C.

A técnica qualitativa permite fazer um acompanhamento dos dados medidos com o

eletrodo de antimonio, embora atuando em faixas de pH de 0,5 unidades aproximadamente.

5.3 RESUL TADOSE DISCUSSAO

Para calibrar 0 eletrodo de antimonio, foram utilizados dez padrbes de pH,

elaborados conforme o HANDBOOK OF CHEMISTRY (1984), cujos resultados sdo

apresentados na tabela 4.1.
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TABELA 17. Medidas de pH de solugdes especiais com 0 uso de eletrodo padrao

(vidro e calomelano) comparadas com o eletrodo de antimonio (Sb) e calomelano.

ELETRODO DE VIDRO

ELETRODO DE ANTOMONIO (Sb)

pH mV pH *
3,73 - 218 3,70
4,00 -235 4,01
4,50 - 261 4,49
5,00 - 290 5,02
5,50 - 317 551
6,00 - 343 5,99
6,45 -371 6,50
7,00 - 400 7,03
7,51 - 426 7,51
7,83 - 441 7,78

* Calculado com o uso da equacao obtida a partir da curvapH versus mV :

Eg = - 54,65pH - 15,83

onde:b =- 15,83
a= -5465
r = 0,9997979

Como pode-se notar, os desvios obtidos com as medidas do eletrodo de antiménio

foram praticamente desprezivels.
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Segundo LINNET (1970) ; SCHALLER e FISCHER (1981) e SCHALLER (1987)
algumas precaugdes sdo necessarias, quanto ao funcionamento do eletrodo de antimdnio
a) O potencia varia conforme a saturagdo de O,, havendo interferéncia quando a mesma
atinge 50 %;

b) Respostas lineares somente sdo obtidas abaixo depH =10 e 1l eacimadepH 2a4;

) Substancias que formam complexos com o antimbnio, como tartaratos, oxalatos e ions
cupricos, ndo devem estar presentes nos tampdes, nem nas solugdes problema, pois causam
interferéncias nas medidas.

d) A curvade pH versus mV, deve ser freqlientemente revisada, para garantir uma maior
preci séo.

Com a utilizagdo do eletrodo de antiménio, realizou-se uma serie de medidas de pH
na rizosfera de algumas espécies de leguminosas in vivo, usando a técnica descrita por
MARSCHNER et al. ( 1982); MARSCHNER e ROMHELD, (1983) ; HAUSSLING et al.
(1985) e também no capitulo |, com algumas adaptacdes. Desta forma, as medidas de pH
com o eletrodo de Sb puderam ser acompanhadas através da técnica qualitativa, usando
filmes de agar - agar e indicador de pH. A figura abaixo, apresenta os resultados de
medidas em rizosfera de Crotalaria juncea, tendo como fonte de nitrogénio o NH;* e uma

dose de 66 mg de N. kg™ de solo.
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FIGURA 4.1 Utilizacdo do eletrodo de antiménio para medida in vivo do pH da
rizosfera de Crotalaria juncea tratada com 66 mg de N. kg * de solo na forma de
(NH4") SO4 comparando-se com as medidas obtidas através de métodos qualitativos

utilizando-se agar - agar e o indicador de pH purpura de bromocresol.
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Os resultados indicam ter havido uma boa relagdo entre as medidas obtidas com o
eletrodo de antimbnio e aquelas fornecidas pelo indicador de pH, parpura de bromocresol.

Embora tenham havido criticas quanto a utilizagdo do eletrodo de antiménio na
medida do pH em solos e na rizosfera ( CONKLING e BLANCHAR, 1988), os resultados
aqui apresentados, assim como outros da literatura, demonstram que o eletrodo de
antimoénio é de facil construcéo e operacdo, apresentando resultados satisfatérios, o que
permite a sua recomendacdo e a sua utilizacdo para medidas de pH, especiamente nas
condi¢des em que ndo sgja possivel o uso dos eletrodos tradicionais, de vidro e calomelano,
com € o caso da rizosfera de plantas in vivo, crescendo em solos, rizotrons ou
minirrizotrons.

Os recentes trabalhos de BAGHDADY e SOMMER (1987 ; 1990), também
comprovaram a eficacia dos eletrodos de antiménio na medida do pH em rizosfera de

plantas.
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SUMMARY

An analysis of published data suggests that the N,-fixing symbiotic vascular plants extrude more H* per unit N
fixed than would be expected from data on the same genotypes growing on NH,* if the plants had the same
chemical composition when grown on the rtwo N sources, The H*/N ratio with urea as the N source is similar to
that with N,. The higher I1* /N ratio and higher organic acid/N ratio with N, or urea as N source implies higher
whole-plant energy and water costs per unit of biomass and, ultimately, inclusive fitness, produced. The
rhizosphere acidification resulting from H* extrusion may serve to change rhizosphere pH ta some ‘optimal ' value,
and to increase the availability of such limiting resources as P, Mo and Fe which are especially needed in
diazotrophy. Data in the literature are consistent with these possibilities in the few cases examined.

Within the plant, dara on xylem and phloem sap composition in conjunction with shoot composition, of
diazotrophically-growing legumes suggest that shoot acid-base homoiostasis can be maintained via the import of
appropriate solutes in the xylem and the export of appropriate solutes in the phloem. Acid-base regulation of the
nodules in the absence of any H* exchange with their environment can also probably be explained in terms of the
solutes supplied in the phloem and exported in the xylem. This conclusion is based on data in the literature on
the composition of stem phloem sap and of xylem sap exuding from detached nodules of diazotrophic vascular
plants. These considerations do not exclude the possibility of net H* efflux from nodules fixing N, in contact with
an aqueous mediurn. The limited data available are consistent with extrusion of some of the H* generated in
nodules as an alternartive to their neutralization by metabolism of organic anions entering in the phloem. Such H*
extrusion by nodules could aid in their acquisition of Fe from the medium, albeit not always at a phase in the life
of the nodule when there is a net requirement for e,

Key words: Nitrogen fixation, organic acids, phloem, protons, roots, xylem.
5.1
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I. INTRODUCTION

At the pH values (near neutrality) at which nitro-
genase usually functions, the conversion of di-
nitrogen to ammonium generates alkali (see
Kennedy, 1986, 1988). In a phototrophic plant the
ultimare reductant for nitrogenase is H,O, with O, as
the oxidized residual moicty, so that an equation
combining a long-term view of redundant supply
(tgnoring ATP!) with a short-term view of the acid-
base relatians of N, fixation is [equation (1)]:

15N, +9H,0 - 3NH_ “+30H 4+ 1:5H,+30,. (1)

Use of this NH,* to synthesize cell material with the
neutral C-source CO,, and S0, and H,POS
respectively us 5 and P sources, invariably generates
a large excess of H*. The excess H' is the H”
generated by metabolism in addition to that required
to maintain the pH of plant compartments at their
normal values. The production of excess H* results
from the conversion of inorganic matter bearing a
net positive charge into organic matter bearing a net
negative charge at the usual pH of the plant compart-
ments in which it occurs. The net positive charge on
the inorganic substrates is a function of the greater
quantity of NH,* than of SO *" plus H,PO,” required
to produce plant organic matter. The net negative
charge on the organic matter results from the excess
of negative over positive charge on the sum of
cationic, amphoteric, anionic and neutral organic
compounds in the plant: hereinafter the components
bearing the net negative charge are termed organate,
with one mol of organate equalling onc mol net
negative charge on organic compounds. An equation
which describes the synthesis of higher plant organic
material (ignoring S and P for the moment) with a
C: N ratio of 15 is {(see Raven, 19884} [equation (2)]:

3NH," +45C0,+ 32H,0

> CyHpyN Oy +450, +4H'  (2)

i.e. an cxcess of 1-:33H* for each N assimilated.
Consideration of § and P (assuming a N: 5:P ratio of
120:7:2) reduces the excess to about 1-22H* per N.
The organate whose gencration results in the excess
H* at the functional pH values in the plant comprises
proteins and polyuronates, but predominantly low
M, solutes such as organic- and amino-uacid anions
(sce Raven & De Michelis, 1979, 1980). Maintenance
of intracellular acid-base balance requires that the
excess H* shall be removed from the cells and,
ultimately, the plant, by H* efflux (Raven, 19854, b,
1986).

Genotypic and phenotypic variations in H*/N on
the basis of NH,* use [equation (2}] are mainly a
function of changes in the ratic of soluble organic
anions to N with changes in the ratio of polyuronates
to N as a smaller and (at least in terms of the ratio of
polyuronates to dry weight) less genotypically vari-
able (Wacquant, 1974; Jarvis, Forsyth & Duncan,
1988) companent.

Combining equations (1) and (2), expressing H*
and OH™ both in terms of H* and eliminating 3H,0
from both sides results in equation (3) [equation (4)
of Raven, 19884].

1-5N, +45C0, + 38H,0

> C HyNyOy, ™+ 15H, + 480, + 1HT (3)

This shows that, for a plant with the composition
shown, and ignoring S and P, 0-33H" are produced
per N assimilated. Taking S and P into account, we
find 0-22H* per N. Thus, making a plant with the
composition shown, NH," use [modified equation
(2)] yields 1-22H* per N, while N, use [modified
equation (3)] yields 0-22H* per N. Thus, for any
given plant composition, N, assimilation yields one
fewer H* per N assimilated than occurs with NH,*
as N source, just as NO,™ assimilation yields two
fewer H* per N assimilated than does NH," (and
hence invalves net consumption of 0-78 H* per N).

The published data show that the notion of a
constant plant composition regardless of N-source
is, even for a single genotype, in error (see Haynes,
1986; Kennedy, 1986, 1988; Raven, 19854, b, 1986,
1987 a, 19884a; Raven & Smith, 1976). The plant
grown on NH,* has the lowest value of organate per
unit plant N, with a higher value for N,-grown
plants and an even higher value for NO,; -grown
plants. Equality of organate/N for all N sources
would give H*/N value for NH,* which is one unit
higher, and for NO,™ one unit lower, than those for
N, [equations (2) and (3)]. The higher organate/N
with N, or NO,™ than with NH,* means that the H*
efflux per N assimilated from N, is fess than one mol
H*/meol N below the value with NH,", while the
value with NO,™ is less than two units Jower than
that with NH," so that, in extreme cases, the
predicted H* influx is converted into an H' efiux.

A number of possibilities as to the significance of
the variations in plant composition, and H* exchange
with the medium, have been put forward. Some of
these relate to the internal composition of the plant.
Two such are the concept of the ‘normal’ carboxvlate
content for a genotype (Dijkshoorn, 1969) and the role
of synthesis of organic acids and accumulation of
their salts in determining the efficiency of use of such
potentially limiting resources as water and photons
in NO, -grown plants (Raven, 19855, 1987a).
Another category of possibilities concentrates on the
role that external pH changes have on the availability
of such potentially limiting resources as P, Fe, Mo
and Mn, and to the toxicity of such elements as Al
and Mn (Franco & Munns, 1981; Munns & Franco
1982: Marschner, 1986; Jacob-Neto & Franco,
1989; Jacob-Neto, Thomas & Franco, 1988, Raven,
1987 a).

This paper sets out to analyse data on the net
organic negative charge per unit N, and the H* etfiux
per unit N assimilated, in relation to symbiotic N,
fixation. We particularly address the involvement of
net H* efflux in the acquisition of the P, Fe and Mo
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which are especially required in N,-fixing plants,
and the ways in which the nodules interact with the
rest of the plant, and the culture medium, in the
metabolism of organic acids and in metabolic and
transport fluxes of H™,

II, THE BACKGROUND TO
DIAZOTROPITY

SYMRBIOTIC

Biological nitrogen fixation 1s restricted to pro-
karyotic organisms, either free-living or in symbiotic
associations, It is not within the scope of this paper
to discuss the origin of diazotrophy in prokaryotes
(Postgate & Eddy, 1988; Raven & Sprent, 1989;
Sprent & Raven, 1985), or the details of acid-based
regulation in free-living or symbiotic prokaryotic
diazotrophs (Raven, 1980, Raven & Smith, 1982,
Section V). We only wish to point out that
diazotrophic growth of prokaryotes with a ncutral C
source involves excess H™ production (see Raven,

1980; Raven & Smith, 1982), and that acid-base

regulation of diazotrophic symbioses which grow
with a neutral C source involves H” extrusion to the
medium via host (exhabitant} cells.

The exhabitant vascular plants which are the other
part of the symbioses under consideration have, like
the bryophytes, a generally higher organic anion/N
ratio on a given N source than do algae (see Raven,
Smith & Smith, 1980, and Introduction). When
these organisms evolved more than 400 million years
ago in the Silurian, their ancestors had already been
phototrophic eurokarvotes for at least the previous
400 million vears. The specific homoiohydric land
plant characteristics acquired in the Silurian and
Devonian were added to a uronate-rich cell wall and
the potential to make a vacuole which was large in
relation to the cytoplasm and which could, with
appropriate porters in the tonoplast, accumulate
large quantities of the salts of organic acids (see
Raven, 19874, 5). The nitrogen sources for all
vascular plants for at least the first 130 million years
of their existence was combined N. The basis for this
assertion is discussed by Raven & Sprent (1989) and
Sprent & Raven (1985); it consists of the time of
origin, as indicated by the fossil record, of the
organisms which today have symbiotic relationships
with prokaryotes which can supply all of the N
required by the symbioses. The assertion can be
supported by a consideration of associative N,
fixation (which cannot in general supply all of the N
needed by the grass: Boddey, 1987), and the earliest
records of grasses in the fossil record.

The combined N available to land plants in the
Palaeozoic would depend on the extent to which the
reactions of the nitrogen cycle occurred to supply
combined N to plants via the atmosphere or the soil
(Klein et al. 1988; Raven, 19884a; Sprent, 1987).
The components of the terrestrial nitrogen cycle
{Sprent, 1987) were all present in the Palaeczoic at
the time of evolution of the vascular plants (Raven &
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Sprent, 198%), Accordingly, the terrestrial plants of
the time before the occurrence of diazotrophic
symbioses involving vascular plants would have had
access, in amounts varying with their environment,
to NH,*, NO,”, NO,”, amino acids, urea, purines,
ureides and pyrimidines as their dissolved, low M
combined N supplies. Clearly, the organisms in-
volved in the N cycle were different, and there would
not seem to be anv obvious Palaezoic analogue of the
localized input of mammalian herbivere urine with
well over half of its N in urea {Thomas ez al. 1988).
The role of NH,” and NO,;” as N sources in
terrestrial plants needs no reiteration; they respect-
ively define the extremes of acidity and alkalinity
production during growth of plants with CO, as C
source and S0,* as S source. NH,* use yields at
least 1-2 mol H* per mol N assimilated, while NO,~
use yields up to 0-8 mol OH™ per mol N assimilated.
The occurrence of an ‘N,-like” H*/N ratio of 0-2,
assuming a composition of the plant identical to that
found to yield 12 H* per N from NH,* and 0-8 OH~
per N from NQ,” could be achieved from a 1:1
mixture of NH,* and NO,™ as N source, or urea as
the N source taken up and metabolized, or a neutral
amino-acid as the N source taken up and metabolized
or a mixture of all three. How likely are these four
possibilities, not to mention moere complex possi-
bilities of combining basic amino acids with acidic
amino acids and ureides? Mixtures of NH," and
NQ,  are probably commoner than either of them
alone under natural conditions, although assimi-
lation in a 1:1 ratio is less likely. The *direct’ use of
urea involves uptake of the urea molecule, with

intracellular hydrolysis [equation (4)].

15(NH,),CO +1-5C0O, + 1:5H,0 —
INH, *+3HCO,", (4

3NH,* are then assimilated according to equation
(2), vielding 4H™. 3H™ are neutralized by the 3HCO,~
generated by urease according to equation (4) leaving
1H* per 3N assimilated or H*/N = 0:33; corrected
for S and P metabolism this becomes 0-22, the same
as the value for diazotrophy to vield a plant with a
C:N ratio of 15.

The substantial urease activity of unsterilized soil
(Moblev & Hausinger, 1989) means that the likeli-
haod of a terrestrial plant gaining most of its N
as urea, even when urea 1s the N form supplied in
fertilizer, is small. However, it is clear that some
plants can take up unchanpged urea at a rate which 1s
commensurate with that needed to supply N for
growth. This has been clearly shown for a number of
algae (see Wilson & Walker, 1988q, &, Wilson,
O’Donchue & Walker, 1988, and Price & Har-
greaves, 1988, for recent work and references}. In
terrestrial vascular plants there is little consensus as
to how plants treat supplied urea. In some experi-
ments very little use of urea was detected {e.g. the
work of Criddle, Ward & Huffaker, 1988, on Triticum
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seedlings). In other work substantial use of urea was
observed, although distinction between external
hydrolysis followed by uptake of NH,*, and uptake
of urea per se, was not possible (e.g. the work of
Vigue et al, 1977; cf. critique of earlier work by Van
Beusichem & Neeteson, 1982). In some work the
application of ionic balance and acid-base balance
concepts showed that essentially all of the N supplied
as urea in a culture solution was taken up as NH,*
(Van Beusichem & Van Loon, 1978). In these
experiments Zea was supplied with NH,*, NO,” or
urea without renewing the culture solutions. Later
work {(Van Beusichem & Neeteson, 1982) on Zea and
Beta involved renewal of the growth media con-
taining NH,* or urea; the ionic balance and pH-
balance approach showed that urea was taken up as
such rather than as NH,* after hydrolysis. Such
considerations can also be applied to the work of
Kirkby & Mengel (1967, 1970) to suggest pre-
dominant uptake of unchanged urea. While the work
of Van Beusichem & WNeeteson (1982) showed
negligible urea in the bleeding xylem sap of Zea and
Beta, Hentschel (1970) found a concentration of urea
in Phaseolus in excess of that in the medium
consistent with the active uptake of unchanged urea.

These data show that at least some higher plants
can take up urea as such, The extent to which this
possibility is exercised under field conditions is not
clear in view of the high urease activity in most soils.

Fewer data are available on neutral amino-acid
uptake. Schobert & Komer (1987) characterized the
uptake of a number of amino acids by axenic
seedlings of Ricinus communis L. and found satur-
ation kinetics with relatively high values for affinity
and substrate-saturated capacity. Schobert, Kocken-
berget 8 Komor (1933) extended this work to
Ricinus  communis  seedlings supplied  with
[UC]proline at ‘natural’ concentration in natural and
in sterilized soil, and showed that the plants werc
able to take up proline in competition with soil
microflora. A similar sort of competitive capacity has
been suggested for a marine macroscopic animal
relative to marine microflora with respect to amino-
acid uptake (Manahan et al., 1982).

Demonstration of the qualitative ability to take up
the intact urea or amino-acid molecules, even under
field conditions, is not a good indication of the
quantitative importance of these N sources under
natural conditions. The significance of mycorrhizas
in the uptake of organic N sources, and in the
mobilization of N sources not readily available to
non-mycorrhizal plants under field conditions, is not
clear (Harley & Smith, 1983; Read, 1983;
Abuzinadah & Read, 19864, b; Abuzinadah, Finlay
& Read, 1986), although it is likely that at least some
kinds of mycorrhizas do enhance both of these
capacities. The role of mycorrhizas in acid-base
regulation in plants on various N sources is also

poorly understood (Raven, Smith & Smith, 1978;
Bledsoe & Rygiewicz, 1980).

In summary, there is a strong likelthood that
terrestrial vascular plants, in the period before any of
them became symbiotic diazotrophs, were exposed
to variety of N sources which tended, for at least
some of them, to give H'/N ratios for growth
between the -+ 122 expected for NH,"-grown and
—078 for NO, in a plant with the composition
discussed in the Introduction. The H'/N ratio
expected for symbiotic diazotrophy (+022) with
plants of this composition would have thus been
presaged by plants with several mixtures of NH,",
NO, and organic N.

11, NET H™ EFFLUX FROM SYMBIOTIC
DIAZOTROPHS AS A FUNCTION OF N
ASSIMILATION AND NATURE OF SYMBIONTS
1. The measured H* /N ratio for symbiotic
diazotrophs

Table 1 shows the H* efflux per N assimilated by
diazotrophic symbiotic vascular plants using N, as
their sole N source. H*/N ratios for the same
genotypes when growing asymbiotically on NH,*,
urea or NOQ, , and for some non-diazotrophs on
NH,*, urea or NO,~ are also shown for comparison.
The quoted values are based on two sorts of
observation. One is the measured H* efflux to the
rooting medium per N assimilated. The other
involves ecstimates of organatc as the excess of
inorganic cations over inorganic anions, or as the
quantity or organic anions, in the plant per N
assimilated, bearing in mind that organate/ N equals
(H*/N)+1 for NH,*, H*/N for N, and (H"/N)—1
for NOQ, . Comparison of these values with the
idealized values of equation (3) for diazotrophy (and
corresponding equations for other N sources) re-
quires correction of the values in equation (3), etc.
for SO,* and H,PO, effects. Assuming a constant
organic N: organic S value, addition of 0-11 H"/N to
all of the valaes in Table 1 (and, indeed, Table 2)
would yield the H'/N values predicted by equation
(3) and analogous equations for urea, NH,* [equation
(2)] and NO,".

The H*/N values for growth with NH,* are (when
corrected for SO,% assimilation) not far from the
‘idealized' +1:33H*/N suggested by equation {2).
The H'/N values for NO,  growth are, when
similarly corrected for S0O,F assimilation, more
widely ranged around the ‘idealized’ value of
067 H*/N deduced from a variant of equation (2)
for NO,;~. The more negative of the values (—076,
—0-86), like the lower of the positive values for NH,",
presumably reflect a plant composition with less
than one negative charge on organic material per
three N. The less negative H*/N for NO, -grown
plants values reflect the operation of a mechanism of
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Table 1. Mol H* excreted per mol N assimilated from NH,*, urea, N, or NO,

Mol H* per mol N assimilated from-—

Plant NH,* Urea N, NG,- References
Glyeine max (L) n.d. +(-83% + 093 +0-30 to H16* Israel & Jackson
Merr. {10 mol m™*) {20 mol m™9) (1982}
n.d. +0-05* +1-02# +0-60 to —0-10¢
{10 mol m™*) (20 mol m™%)
Phaseolus vulgaris 1., + 1:08* n.d. +1-18# —014% Allen, Raven &
+1-22+ n.d. + 1-14+4 —0-23 Sprent (1988)
Prisum sativum L. n.d. n.d. +0-24% —-60* Van Beusichem
n.d. n.d. + 029+ —0-52% {1981}
Alnus glutinosa (1,) +1-17% n.d, +0-56% - (38" Troelstra et af.
Gacrtner +1-11¢ n.d. + 044+ —{38¢ {1985}
Hippophae + 1-08+% n.d. +1-18* —0-86* Troelstra et al.
rhamnoides 1., +1-22¢ n.d. +1-144 —0-76% {1987)
Beta vulgaris L. + 1-23% +042% n.a. n.d. Van Beusichem &
+ 118+ +0-57¢ n.a, n.d. Neeteson (1982}
Lycopersicon +1-20% +0-36% n.a. —0-08* Kirkby & Mengel
escrlenttm Miller  +1-254 + 043¢ n.a, =006+ {1967)
Zea mays L. + 1-10* +0-26* n.a. n.d. Van Beusichem &
+ 111+ + 036+ n.a. n.d, Neeteson (1982)
Vigna unguiculata +1-62+ n.d, +1-55¢1 n.d, Jesus & Franco

([..) Walp.

{unpublished)

* H*/N measured by titration of medium, plus plant organic N.
t H*/N measured as plant organate” or as plant inorganic cations minus inorganic anions plus plant organic C.
n.d,, not determined; n.a., not applicable (i.e. organism which is not known to nodulate),

OH" disposal related to organic acid synthesis for
NO, -assimilating plants.

From the data in Table 1, we can conclude that the
organate/N values for N,-grown plants are signifi-
cantly more than one unit higher than for cor-
responding NH, '-grown plants, illustrating the
point made in the Introduction about additional
organic acid synthesis in diazotrophy compared with
NH,* assimilation. Interestingly, the organate/N
values for urea-grown plants are also higher than for
NH,'-grown plants and, where direct comparison is
possible, similar to, but rather lower than, the
organate/N for diazotrophy. This difference be-
tween the effective H*/N values for urea and NH,*
was one of the chief lines of evidence for uptake of
urea rather than of NH,” after external hydrolysis
(see Section II). It wouid, then, seem that the
effectively high {more negative) H*/N for diazo-
trophy is mimicked by another neutral (at entry) N
source, urea. Lhis point will be taken up later in
discussing the mechanism of acid-base regulation of
diazotrophic symbioses and of individual symbionts.

Table 2 shows the H" efflux per N assimilated
from N, for a wider range of diazotrophic symbioses
involving vascular plants then appeared in Table 1.
The quoted values are obtained from the same two
sorts of data as were used in compiling Table 1.

The values in Table 2 (other than for Azolla; see
below) range from (+17 to 1-58. The value of 0-17 (for
Pisiom sativum L..; van Beusichem, 1981} is rather

Jower than the ‘idealized’ value of 022 (corrected for
5 and P) derived from equation (3}, but we would
hesitate to see any significance i this. More
significant are the generally very much larger values
of the H*/IN values, reaching values as high as 1-58
(Breeze & Hopper, 1987, for Trifolium repens L.
grown at low inorganic phosphate concentrations),
The implication of these values is that almost
mmvariably the H*/IN ratic is higher than the idealized
+0:22H*/N from equation (3) corrected for S and P,
This means two things. One is that, as indicated by
the methods of estimating H*/N from plant content
of organate relative to organic N, or of inorganic
cation minus inorganic anion, relative to organic N,
the organate content per N is larger in most N-fixing
symbiotic higher plants than in the idealized plant of
equation (3) which has no organate in excess of the
minimum of uronates and soluble organic acid anions
permissible for higher plants. This has implications
for the water and energy (photon) use efficiency of
the plant and the composition of the solutes
contributing to the intracellular osmolarity {Raven,
19855; 1987 4). In brief, the larger the H* /N value,
the greater the cost in terms of water transpired and
photons used per N assimilated during growth, i.e,
the water and photon use efficiency is reduced. We
must emphasize that these effects on water and
photon use efficiency are theoretical and have not,
apparently, been validated experimentally.
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Table 2. Mol H* excreted per mol N assimilated from Ny in diazotrophic symbioses

Mol H* per mol N deduced from

Titration of

Plant content of
organate” or

external inorganic cation
Exhabitant Inhabitant medium minus inorganic anion Reference
Glycine max Rhizgobium* n.d. 036052 Nyatsanga & Picrre (1973)
Glycine max Rhizobium n.d. 032 Israel & Jackson {1978)
Medicago sativa L. Rhizobium n.d. 0-48-0-51 Nyatsanga & Pierre (1973}
Moedicaga sativa Rhizobium n.d. 05 {zero P} Apguilar & Van Diest
1-0 (super) (1981)
1-2-1-4 (rock P)
Medicago sativa Rhizobium 0-24 n.d. Jarvis & Hatch (1985)
Phaseolus vulgaris Riizobium 1-18 1-14 Allen, Raven & Sprent
{1988)
Pisum sativum Rhizobium 017-0-24 0-20-0-29 Van Beusichem (1981)
Pisum sativum Rhizobium n.d. 0-28 (pH, = 40} Van Beusichem (1982}
n.d. 021 (pH, = 5'5)
n.d. 067 (pH, = 7-0)
Pisum sativum Rhizobium 024 29 Van Beusichem (1983)
Trifolium pratense L. Rhizobium 0-24 n.d. Jarvis & Hatch (1985)
Trifolium repens L. Rhizobium 0-24 n.d. Jarvis & Hatch (1985)
Trifolium repens Rhizobium 1-58 1-51 (P, = 032 mmol m~% Breeze & Hopper (1987)
1-44 1-39 (P, = 0-64 mmol m™)
132 1-16 (P, = 16 mmol m™}
1-38 126 (P, = 8:0 mmol m™)
Alnus glulinosa Frankia 046 0-53 Troelstra et al. {1985}
Hippophae rhamnoides Frankia 056 0-46 Troelstra ef al. (1987)
Aszolla caroliniana Willd. Anabaena 0-049-0-05% 0-058-0-089 Peters et al. (1980}
Raven, Rothemund &
Wollenweber
(unpublished)
Azolla microphylla Anabaena 0115 0128 Raven, Rothemund &
Kaulfur Wollenweber
(unpublished)
Azolla pinnata R. Brown Anabaena 0079 0127 Raven, Rothemund &

Wollenweber
(unpublished)

* Rhizobiym includes Bradyrhizobium; n.d., not determined.

2. Implications of a high H'|N ratio for plant
organate content

One inescapable result of the higher ratios 1s the
occurrence of higher concentrations of the anions of
low M, carboxylic acids. The highest value of
organate per unit plant organic N in Table 3 is 1-47.
Assuming 30 mg N per g dry weight of plant,
5 g H,O per g dry weight of plant, two —-COO~ per
molecule of organic acid anion, and a uronate/N ratio
of (-2 (a high value), we arrive at a low M, organic
acid anion content of 280 mol (m® water)™. If all of
this is soluble and is associated with singly charged
cations, the organic acid salt concentration In
solution is 840 mol m~ or, with an activity coefficient
of 0-8 for the inorganic cations and the organic anion,
an osmolarity of 672 osmol m™®. This is rather high
for a glycophyte, especially since contributions from
other inorganic cations, inorganic anions and
unionized solutes have not been taken into account.

The omission of Na* and CI~ from the ionic analysis
on which the organic acid anion content was
estimated (table 5 of Breeze & Hopper, 1987) 1s not
a source of error since no Na* or CI™ was added as
a macro-nutrient in the growth medium. Further-
more, the H*/N ratio (deduced from tables 4 and 5
of Breeze & Hopper, 1987) confirms to within 11%
the organate/N ratios (Table 2 of this paper). The
estimated osmolarity due to the organic acid anion
salts could be reduced if three rather than two
~-COO™ per molecule of organic anion is assumed for
some of the molecules, if some of the cations are
doubly charged and, especially, if some of the organic
anion salts are present as insoluble calcium oxalate
(see Raven, 1985b, 1987a; Raven and Smith, 1976).
The alternative of deposition of insoluble CaCO, (see
Raven, 19854, 1987a; Raven & Smith, 1976} does
not seem to be an option in Piswm satrvum: {aCOy,
deposits have apparently not been reported for this
organism {Kinzel, 1989).
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Table 3. Organate :organic N ratio in bleeding xylem sap and in shoots of N,-fixing legumes

Organate/organic N in

Exhabitant [nhabitant Xylem sap

Shoot

Reference

Glycine max Ruizobium 0-76 (76 days old)

Pisum sativum Rhizobium

01131
073

Phaseolus vulgaris Rhizobium

1-47* (76 days old)
0-737* (151 days old)

Israel & Jackson (1982)

03204 Israel & Jackson {1978)

046 Nyatsanga & Pierre
{1973}

0-3771% Van Beusichem (1982,
1983)

0-769 Allen, et af, (1988)

* Assumes organate/N is the same as in the rest of the plant. Organate in whole plant (and plant parts) is quoted in
the paper. Organte N is back-computed from crganic 8 content quoted, using the conversion factor of 2 mol equivalent
8 = 1 mol § = 20 mol N used to convert the measured (but not quoted) organic N content. Organate in shoots is, in fact
higher than in roots by a factor of 1:2 (Table 2 of Israel & Jackson, 1982)

T (C-A) and organic N quoted for whole plant; i.e. assumes that shoot organate/N is the same as whole plant

organate/N.

T Mean of -2 and 2-8 h samples of xylem sap for plants grown for 32 days on a nutrient solution without combined

N.

§ From (C-A) and N accumulation in shoots, mean of values for plants grown diazotropically for 21 and 42 days for

comparison with 32-day plants used for xylem sap data.

i Xylem sap organate = total organate minus excess -NH,* in diamine monacarboxylates and NY,*.
€ Shoot erganate/organic N = ratio at end of 36-day culture period.

3. Implications of a high H*/N ratio for rhizosphere
pH and the acquisition of Fe, Mo and P

The other aspect of the high H*/IN ratio achieved
during diazotrophy by some vascular plants (Table 2)
is the larger acidification of the rhizosphere. It is
important to bear in mind that this acidification
supplements the acidification of part of the rhizo-
sphere by the circulation of H* ions which makes the
rhizosphere around the apex more alkaline and that
around more mature regions more acidic than the
bulk soil. The values in Tahle 2 show a variable but
substantial net H* eflux during diazotrophy. The
extent to which patterns can be perceived in the
variation is as follows, There is substantial variation
of H*/N or crganate/N ratios within a species [e.g.
‘Glyeine max (L.) Merr., Medicago sattva L., Pisum
sativum, Trifolium repens]. To some extent this may
relate to differences in the cultivar used, but
environmental influences are also important. The
only systematic studies of environmental effects on
H*/N or organate/N relate to external pH (Pisum
sativiem: van Beusichem, 1982) and the form
(Medicago sativa: Aguilar & van Diest, 1982) and
concentration in sotution { Trifolium repens: Breeze &
Hopper, 1987) of phosphate, with other growth
conditions held constant. The data {Table 2) show
that the H* efflux per N assimilated by Pisum sativum
is higher at an external pH of 7-0 than at external pH
values of 55 or 40 (Van Beusichem, 1982). This
might be construed as a tendency to regulate the
external pH to some particular value. If the H"/N of
028021 found at pH 40-55 in Pisum sativum is

close to the minimum value that this plant can
achieve under the growth conditions used by Van
Beusichem (1982), then we predict that the value to
which N,-fixing Pisum sativum adjusts i1ts external
pH is between pH 7-0 and pH 5-5; figure 2 of Van

.Beusichem (1982) shows slightly lower growth (rate

of dry weight increase} at pH 7-0 than at the two
lower pH wvalues, which is not in accord with the
plant altering the external pH to the optimal value
for growth.

How can we relate the greater requirement for
soil-derived elements such as P, Fe and Mo in
diazotrophy {Israel, 1987), Israel & Rufty, 1988,
Raven, 1988b) to the acidification of the rhizophere
during diazotrophy?

For phosphate, Breeze & Hopper (1987) found that
there was a trend toward increased H'/N and
organate/N in Trifolium repens as the inorganic
in the flowing culture
decreased in the range
%0-0-32 mmel m™®, a range relevant to the con-
centration in the soil solution. While the growth rate
of the plants was no dependent on external phosphate
concentration in the range tested, it is tempting to
interpret the increased H* efflux at lower phosphate
concentrations as related to solubilization of in-
soluble phosphate (e.g. calcium phosphate). The
utility of such an extra HY eflux s not, of course,
demonstrable in sclution culture, but may be
significant in a more natural rooting milieu for Pisum
sativwm. Aguilar & Van Diest (1981) certainly
interpret their data on diazotrophic Medicago sativa
growing on rock phosphate and on the more readily

phosphate concentration

solution was
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available superphosphate in soil culture in this way
(see Table 1, and also Mengel & Steflens, 1982;
Hauter & Steffens, 1985). There is also a substantial
body of data indicating decreased H* uptake (OH™
efflux) and, in some cases, net H* efflux as a result of
P deficiency in terrestrial plants using NO,™ as their
N source {see Raven, 1987 a; Moorby, White & Nye,
1988).

This acidification, and that yielded with N,, NH,"

or CO(NH,), as N source, may have practical.

significance in increasing plant productivity unless
soif buffer capacity is very high (Haynes, 1986).

Angther nutrient element which s more readily
extractable from acidic soils is Fe (Romheld, 1987;
Bienfait, 1987). Indeed, the Fe acquisition ‘strategy’
of all vascular plants tested, with the exception of the
Poaeceae (Romheld, 1987), involves a ‘Turbo re-
ductase’ in the plasmalemma which can reduce a
wider range of Fe(iil} complexes than the more
widespread reductase, together with (usually) an
additional efBux of H' (Bienfait, 1987; Rombheld,
1987} induced in Fe-deficient plants. All of the
legumes tested showed the additional localized H”
efflux in response to Fe deficiency (table 193 of
Rombheld, 1987), although the N source used was not
specified. No other symbiotic N,-fixer featured in
Table 19-3 of Romheld (1987). Since there are
reasons to believe that diazotrophs have an additional
requirement for Fe (Raven, 1988b), it is likely that
the Fe acquisition reactions would be at least as well
developed during diazotrophy as during growth with
other IN sources.

Wallace (1982) found that Glyeine max showed
fewer symptoms of Fe chlorosis when grown diazo-
trophically on a calcareous soil than when grown on
combined N. Waliace (1982) attributes this to the
acidifying the effect of diazotropy as opposed to the
alkalinizing effect of assimilating combined N.
However, since the combined N was supplied as
NH,NQ,, alkanisation requires the implicit assamp-
tion of preferential use of NO,~ rather than NH,* as
N source or, more plausibly, of rapid nitrification of
NH,* to NO,~. Furthermore rhizosphere pH {or
even bulk soil pH)} was not measured in these
experiments. White & Robson (1989} compared
diazotrophically grown Lupinus spp., which become
chlorotic on calcareous soils, with Pisum sativum,
which shows normal growth on calcareous soils,
using two levels of Fe supply. They found that
rhizophere acidification and extracellular Fe(i1}
reduction were quantitatively similar for the two
species, and that, while acidification was independent
of Fe supply, Fe(in) reduction was greater with
restricted Fe supply. The poorer performance of
Lupinus on low Fe alkaline soils thus cannot be
ascribed to it having less rhizophere acidification and
Fe(1r1) reduction than Pisum; there two processes
are apparently a necessary, but not always a suffi-
cient, basis for improving Fe supply from calcareous

soils. Clearly, much more work is needed to
investigate the relationship between symbiotic diazo-
trophy and Fe acquisition.

The relationship between rhizosphere acidification
during diazotrophy and the ‘optimal’ external pH
for growth, and the availability of P, Mo and Fe, is
thus far from clear even in the legumes. For those
vascular plants which carry out symbiotic diazo-
trophy with cyanobacteria or Frankia there seem to
be essentially no data on the relationship between
acidification of the rhizosphere in relation to P and
Fe acquisition and the ‘optimal’ external pH,
although reference to Table 2 shows that acidification
of the medium is a feature of their diazotrophy. Of
particular interest in testing the relationship between
rhizosphere acidification and Fe and P acquisition
are those diazotrophs whose roots acquire nutrients
from a bulk water phase rather than from soil.
Examples of these are the heterosporous water fern
Azolla spp., with their Anabaena azolliae Strasb.
symbiont and their observed acidification of the
medium during diazotrophic growth (Peters et al.,
1980, 1985; Peters & Meeks, 1989), and the
nodulated aquatic legume Neptunia (Mclnroy,
Andrews & Sprent, 1988). Net acidification of the
medium by these organisms is contingent on the H”
efflux related to synthesis of the plant from the
assumed resources of CQ,, N,, 8O,*” and H,PO,~
[see equation (3) and comments thereon] not being
negated by alkalinisation due to removal of CO, from
the rooting medium by plant roots for ultimate use in
shoot photosynthesis faster than CO, can redissolve
from the atmosphere, Net removal of CQ, from the
rooting medium is apparently limited to a relatively
small number of plants, mainly with iscetid the life
form such as Isoetes (including Stylites) spp., Lobelia
dortmanna L., Literella uniflora (L) Asch. and
Eriacaulon spp., and the non-isoetid Grativia aurea
Muhl. ex Pursh. (see Boston, Adams & Pienkowski,
1987 a, b); Raven et al., 1988). All of these organisms
show net root CO, uptake (not HCO,™ uptake/OH"
efflux) when submersed, and astomnatous [seetes
(including Stylites) spp. also show this behaviour
when their leaves are in air (see Raven et al., 1988).
All of these organisms are rhizophytes; almost all of
the evidence for hypo-pleustophytes (plants fioating
with their main photosynthetic organs exposed to
the atmosphere and their roots in water; Luther,
1949) suggest that there is not a substantial con-
tribution of dissolved inorganic C to the total plant
organic C. Certainly there is net accumulation of
inorganic C in the culture medium during diazo-
trophic growth of Azella caroliniana Willd., as
judged by the large decrease in medium pH during
growth and increase (although not to the original
value) in the pH of used medium when it is re-
equilibrated with atmospheric CO, (Raven, un-
published, Raven, Rothemund & Wollenweber,
unpublished). However, these data were obtained
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of the energy cost of running the H™ circulation, the
plant can expose various ages of the root surface to
pH values above and below that of the bulk soil.
The alkaline zone near the root apex may be of
importance in the acquisition of nutrients, such as
Mo and P from oxide-bound H,PO,” in acid soil,
which are more readily obtained from soils at higher
pH values (Clark, 1984). Of particular relevance to
diazotrophs is IMlo which is a component of the best-
known and most wide-spread nitrogenase (Bishop et
al, 1988; Chan et al., 1988 ; Eady et al., 1988; Franco
& Munns 1981; Munns & Franco, 1982; Kentemich
et al., 1988), so that organisms using this nitrogenase
have a substantially greater demand during growth
on N, rather than on NO,~ or, especially, NH,* as
the N source. Evidence on the role of the alkaline
rhizosphere around the root apex in Mo uptake 1s,
apparently, lacking. This effect may be masked by
the buffering capacity of the scil; however, it is well
documented in the literature that availability of Mo
in soils with a pH below 60 increascs with liming
{Munns & Franco, 1982). It must be remembered
that there are at least two non-Mo-requiring nitro-
genases, one of which needs V {Joerger & Bishop,
1988). Currently available data have not indicated
the occurrence of non-Mo-requiring nitrogenases in
rhizobia; no data seem to be available on Frankia
(Bishop et al., 1988; Chan er al., 1988; Eady et al.,
1988). However, there is evidence for a V-containing
Anabaena wariabilis  Kutzing
(Kentemich et al., 1988). If such a nitrogenase were
present in Anabaena azollae, it could obviate the Mo
for diazotrophic growth of the
zollaj Anabaena symbiosis. However, the extent to
which Azella changes its rhizosphere pH in nature,
and the relative pH effects on acquisition of Mo and

nitrogenase  in

requirement

V from ccologically or agronomically relevant con-
centrations of these elements, are currently unclear
(see Postgate & Eady, 1988, Howarth, Marino &
Cole, 1988, and Howarth et al., 1988, for discussion
of the relative availability of the metals required by
the various nitrogenases in a range of environments),
Furthermore, there may be constraints (e.g. lack of
conformational protection) on the V nitrogenase

(Hills, 1988).

5. pH-insensitive nutrient acquisiticn process

A final point concerns the occurrence of relatively
pH-independent nutrient acquisition processes re-
lated to the activities of the inhabitants in diazo-
trophic symbioses. Thus, Cameron & Julian (1988)
have shown that Anaebaena sp. and Naostoc sp.
produce some compound(s) with M, not greater than
6-8 kDa which allow these cyanobacteria to use
hydroxyapatite (solid) at pH 6 as their sole Ca and P
source. These two genera are involved in diazo-
trophic symbioses with higher plants (Anabaena
with Azolla; Nostoe with Gunnera and Cycads:

Sprent, 1979}, and the possibility that these
symbioses can acquire Ca and P by a similar method
to that used by the free-living cyanobacteria should
be explored.

The production of siderophores by rhizobia
(Modi, Shah & Modi, 1985; Nambiar & Sivarama-
krishan, 1987; Smith & Neilands, 1984) and cyano-
bacteria (Clarke, Stuart & Sanders-Loehr, 1987) in
the free-living state is well documented; it is less
certain if these compounds are produced in sym-
biotic associations. If they are, then they could be
taken up (after Fe(11r) capture) by the host plants,
Micrabial siderophores are much more likely to
compete successfully for Fe under natural conditions
than are phytosiderosphores produced by grasses
(Crowley, Reid & Szaniszlo, 1987; Nomoto, Sugiura
& Takagi, 1987; cf. Treeby, Marschner & Romheld,
1989). Thus, any siderophores produced by the
diazotrophic microorganisms which form associ-
ations with grasses (Boddey, 1987; Dobereiner and
Pedrosa, 1987) are likely to be better suppliers of Fe
to the grass roots under natural conditions than are
the grasses’ own siderophores.

IV. ACID-BASE BALANCE OF THE SHOOT OF
TERRESTRIAL YASCULAR PLANTS LIVING
DIAZOTROPHICALLY

1. The role of the xylem

Raven & Smith (1976) and Raven (1977, 1985a,
1986) point out that plant cells cannot, in the long
term, dispose of excess H' generated in growth on
CQ,, SO,* and NH,*, urea or N, as the respective
C, S and N sources unless they can excrete H* to a
larger volume of external medium. For the shoots of
terrestrial plants, this means that the xylem must
supply the shoot of plants growing with NH*, urea
or N, as N source with a mixture of solutes which,
with photosynthate, does not yield excess H* in the
shoot. Any excess OH™ generated in the synthesis of
shoat material can, of course, be disposed of by
organic-acid synthesis, but the resulting organic-
acid salt must be accounted for in the composition of
the shoot or in the material transported from shoot to
root in the phloem.

As a first approach to finding how far the
observations fit with the hypothesis outlined above,
we compare the composition of the xylem sap with
that of shoots of terrestrial vascular plants, Our
expectation is that, if there is no return of organic
or of organate from the shoot to the root in the
phloern, or if there is a return of organate and
organic N in the same ratio as they occur in the
shoots, then the organate to organic N ratio in the
xylem sap should be the same as that in the shoot.
This comparison depends inter alia, on the xylem
sap obtained from a detopped plant having the same
ratio of solutes as does the xylem sap in the intact
plant, and on the shoot compesition having had the
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same composition with respect to organate and
organic N throughout the growth period under
consideration as does the xylem sap, which is usually
sampled at a single time.

Table 3 shows the scant data available on the
composition of xylem sap and of shoots for diazo-
trophically grown legumes. It will be seen from the
footnotes to the Table that there are a number of
provisos which pertain to the data on Glycitne max
and Pisum stivum. It must aiso be borne in mind that
S0,* reduction and assimilation producing extra
OH" in the shoot is the rule in many plants. This
means that OH™ is penerated in the shoot, leading to
extra organate synthesis there relative to that which
occurs in xylem sap. With a whole plant crganic
N:organic S ratio of 20, § of plant N in the shoot, and
20H" generated per SO, reduced to organic S and
—-SH, we predict that there would be an extra 0-13
organate per N in the'shoot than in the xylem sap.

The correction for SO, assimilation in the shoot
means that the agreement between xylem sap and
shoot organate/N is less good for Phaseolus vulgaris
L. and Glycine max than appears at first sight, while
the Pisum sativum data are in closer agreement. The
uncorrected ratios of shoot organate/N: xylem sap
organate/N are 193, 1-04 and 3-34 for Glycine max,
Phaseolus vulgaris and Pisum sativiom respectively,
while the ‘corrected for 30, values are 1-76, 0-86
and 2:19 respectively, Our prediction here would,
then, be that Phaseolus vulgaris transports similar
amounts of organic N and organate from shoot to
root, while a organate /organic N of less than 1 is the
case for Pisum sativum and Glycine max,

2. The significance of recycling in the phloem

One way of quantifying recirculation in the phloem
from shoot to root in the absence of analysis of
phloem sap is to compare the ratio of the solute of
interest to that of a solute which shows very little
mobility in the phloem such as Ca®, in the xylem
and in the shoot (Raven, 1977). In general the ratio
1s higher in the xylem than in the shoot, yielding a
positive value for recirculation. For Phaseolus
wvulgaris, Tables 5 and 7 of Allen, Raven & Sprent
(1988) shaw that the organic N/Ca*" ratio in xylem
sap ts 673, while that of organate/Ca®*" is 491. For
the shoot, Table 4 of Allen ez al. (1988) give values of
4-88 for organic N/Ca®" and 3-71 for organate/Ca?*.
Making the assumption, which is close to correct, of
phloem immobility of Ca, this suggests that of
673 mol N delivered to the shoot in the xylem
(6-73-4-88) or 1-85 mol N are recycled in the phloem.
For 491 mol organate delivered via the xylem
(491-3-71} or 12 mol organate must be recycled
from the shoot in the phloem; correction for organate
synthesised in the shoot to whole plant requirement
yields on extra +65 mol organate to be exported, a
total of 1-85mol. We would thus predict a
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organate/N ratic in the phloem sap of 1-00 mol
organate per mol N.

Similar computations can be perfermed for the
data of Israel and Jackson (1982) on 76-day-old
Glycine max to yield a value of organate forganic N in
the phloem of 0-35,

The data of Van Beusichem (1981, 1983} on Pisum
sativum is also subject to this sort of analysis. We use
the same approach to Van Beusichem’s data here as
was used in the preparation of Table 3, i.e. take the
xylem sap data for 32 day diazotrophic plants as the
mean of 0-2 h and 2-8 h of collection, and the shoat
data as the mean of that for 2I- and 42-day
diazotrophic plants for comparison with the 32-day
plants used in the collection of xylem sap. It must be
emphasized that growth conditions for all the plants
was the same (Van Beusichem, 1981, 1983). Table 2
and 3 of Van Beusichem (1983) yield values of 176
for organic N/Ca® and 1-97 for organate/Ca®" in
xylem sap of Pisum sativum. Tables 2 and 5 of Van
Beusichem (1981) yield values of 460 from organic
N/Ca®* and 171 from organate/Ca®* for shoots of
Pisum sativum. Of 17-6 mol organic N travelling to
the shoot in the xylem, the data suggest that
(17:6—4-6) or 13-0 mol organic N are recycled to the
root in the phloem, For organate, of each 1-97
organate delivered by the xylem to the shoot
(1'97-1-71) or (:26 mol organate are returned to the
root in the phloem, Correcting for organate synthesis
in rhe shoot related to 80,* assimilation, we have an
extra (-61 organate to be disposed of, a total of 0-87
organate. This yields a value of organate/organic N
in the phloem of 0-87/13-0 or 0-:067 mol organate per
mol organic N,

The estimated organate/organic N values in the
phloem sap for the three legumes (range 0-067-1-0)
vary by a factar of 15. Direct measurements of
organate/N organic N for phloem sap of the three
species under discussion for comparison with the
predicted values do not seem to be available. To get
some general idea of what the directly measured
organateforganic N in the phloem sap of diazo-
trophic legumes may be, we turn to the data of
Jeschke, Atkins & Pate {(1985) and of Jeschke, Pate &
Atkins (1986) on Lupinus albus 1.. Jeschke et al.
{1985) grew Lupinus albus in an N-free culture
solution with the N,- fixing nodules above the
in an essentially water-vapour
saturated atmosphere, while Jeschke et al. (1986)
grew their plants in silica sand supplied with N-free
nutrient solution, i.e. with their nodules in contact
with nutrient solution. The possible significance of
the different nodule environment for nodule acid-
base balance and water relations is discussed in the
next section,

Jeschke et al. (1985) give data on the organic N
and inorganic cation concentrations for xylem sap
and phloem sap of their diazotrophic Lupinus albus.
Since no data are given for cither inorganic or

culture solution
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organic cations, these data can only be used to set
upper limits on the organate/organic N in the
transport fluids for the limiting case of zero con-
centration of inorganic anions in the xylem and the
phloem. These upper limits are a organate/organic
N in the phloem which is not in excess of 0-51 and,
for xylem, a organate/organic N not in excess of
0-44. The upper limit for xylem is in the range
quoted for organate/N for Glycine max, Phaseolus
sulgaris and Pisum sativum (Table 3). The phlocm
value is slightly in excess of the xylem values, but it
cannot be used to interpret shoot acid-base balance
because of the unknown shoot organate/organic N in
these plants, as well as the problem of the phloem
(and xylem) values only being upper limits on
organate/organic N.

Jeschke et al., (1986) provide data on the com-
position of xylem and phloem sap of diazotrophically
grown Lupinus albus supplied with various NaCl
concentrations during growth. We deal here only
with the results obtained with 1 mol m™ NaCl added
to basic growth medium. This was the lowest salinity
treatment, and thus was most directly comparable
with the other data discussed in this section.

For the xylem, the organic N deduced from
concentrations of amino acids and
12:98 moi m™3. The organate concentration deduced
from 8

amides s
inorganic cation concentration (molm~
corrected for charge per ion) minus inorganic anion
concentration (mol m™, corrected for charge per
ion) is 997 mol m™®. A much larger value is found by
adding the net negative charges on the organic
anions glutamate and aspartate (there are no organic
compounds bearing a net positive change), i.e.
2197 mol m™® of organate. Thus the two estimates
of organate/organic N are 0:768 and 1-679.

For phloem sap collected from petioles, the
organic N concentration is 46:4 mol m™
computed from inorganic cations minus inotganic

* while for the charge on

; organate

anions is 585 mol m™,
organic solutes yields 122'5 mol m™. The ratios of
organate to organic N are 1:26 and 2:64 respectively.
For stem base phloem sap, the organic N con-
centration is 724 mol m™*; organate from inerganic
cations minus inorganic anions is 47-92 mol m™ and,
from the change on organic solutes, 103-22 mol m
The ratios of organate to organic N are 0:662 and
1-426 respectively. Even the lower of these pairs of
values exceeds the upper limit computed from the
data of (mol solute m™*) Jeschke et al., (1985). In any
case, even the lower organate/organic N value for
petiolar phloem sap measured directly 18 higher than
the highest prediction for Glycine max, Phaseolus
vulgaris or Pisum sativum (see above), and the higher
stemn base phloem sap value is between the upper two
predictions for Glycine, Phaseolus and Pisum.

The value of organate/organic N found by other
workers for non-diazotrophic plants on N-sources
such as NH," or NO,  are generally within the

(admittedly wide) range found or predicted for
diazotrophic legumes. We deal here solely with
Ricinus communis. Van Beusichem ef al. (1985) found
organate/organic N values of 0-65-0-88 for phloem
1959a, b; Ahmed, Missimer & Moat, 1965) is lost on
measured carboxylates and organic N. Allen & Smith
(1986) report phloem sap compositions for the same
species grown on NO, and two concentrations of
NH,*. Using the difference between inorganic cations
and inorganic anions (80,*” was not reported) as the
carboxylate content, the organate/organic N ratio on
NO," is 0-37, and 0-21-0-35 for NH,* as N source.
The data of Allen & Raven {1987), using a similar
method but including $O,%, give organate/organic
N in phloem sap of 076 for plants grown on
1 molm™@NO, and 032 for plants grown on
1 mol m™ NH,*.

We conclude that the measured organate/organic
N ratio in the phloem sap of diazotrophic legumes
(and, less relevantly, of plants which are not growing
on N,) are consistent with the predicted
organate/organic N ratio in phloem sap from
considerations of shoot acid-base regulation of
diazotrophic legumes.

V., ACID-BASE BALANCE OF THE NODULES OF
TERHESTRIAL VASCULAR PLANTS LIVING
DIAZOTROPHICALLY

Our objective here is to examine the acid-base
imbalance which may arise in N,-fixing nodules of
terrestrial vascular plants, and the ways in which the
imbalance may be solved. We do not deal in detail
with the important area of the acid-base balance of
the N,-fixing inhabitant (microsymbiont). The
reason is not so much related to knowledge of N
exchanges between inhabitant and nodule as un-
certainty over the form(s) in which organic C is
supplied to the inhabitant. N, clearly enters the
inhabitant, and NH, (possibly NH,*) is the form in
which the fixed N leaves the inhabitant; data on this
are available for legume nodules (Dilsworth &
Glenn, 1985; Quispel ¢t af; 1985) and for the
Anabaena/ Azolla association (Peters ef al; 1985;
Meeks et al; 1987 ; Peter & Mecks, 1989), as well us
for the symbioses of cyanobacteria with Anthoceros,
and with fungi in lichens (see Meeks et al; 1985). For
the cyanobacterial associations the organic C for
(photojorganotrophic growth of the cyanobacterial
N,-fixed is supplied as sugars (e.g. Peters et al.,
1985, for Azollaj Anabaena), making the acid-base
regulation processes in the inhabitant and the
surrounding exhabitant (macrosymbiont) cells rela-
tively simple to envisage. For leguminous nodules
which have the possibility of organic C supply as
organic-acid anions or even as amino acids (Dilworth
& Gienn, 1985; Quispel et al, 1985), the analysis of
acid-base regulation is more difficult. This is es-
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pecially the case if amino-acids enter the bacteroid,
presumably adding to the NH, (or NH,*} efflux from
the bacteroid.

Our consideration of the acid-base perturbation
related to N, fixation in nodules is thus based on a
consideration of the whele nodule. Legume nodules
obtain organic C (mainly as sucrose) in the phloem,
export organic N {as amino acid, amides and/or
ureides) in the xylem, and (provided they are not
surrounded entirely by a gas phase) have the
possibility of exchanging non-volatile as well as
volatile compounds with their environment (Pate &
Atkins, 1983; Sprent, Giannakis & Wallace, 1987,
Raven et al, 1989).

Sucrose is the major organic C substrate supplied
to, and hence used by, the nodules. Work on the
composition of phloem: sap of N,-fixing legumes
shows that for the stem internode phloem sap of
Lupinus albus grown at 1 mol m® NaCl salinity, the
total organic C amounts to 5900 mol C m™3, of which
93-15 9%, is as sucrose and 6-85 %}, organic acid anions,
amino-acids and amindes (Jeschke et al; 1986). For
the petioler phloem sap, the total organic C is
8,208 mol C m™3, of which 95522 is as sucrose and
only 4689, is as organic acid anions, amino-acids
and amides. Pate, Atkins & Rainbird (1981} show,
for Lupinus albus, that of every 100 mol C entering
the nodule in the phloem, 53-60 mol are respired to
CO, (with 57 mol CO, refixed by the nodule),
18-5 mol are retained by the nodule, and 27-9 mol are
exported in the xylem. None of these three categories
of C use could be supplied entirely by non-sucrose
organic C. While, as we shall see, the non-sucrose
organic compenents of the phloem sap may be
significant for acid-base repulation, they cannot be
regarded as major organic substrates for nodule
metabolism. For Lupinus albus (Jeschke et al. 1586),
the ratio of organate to organic C is 0-015 for petiolar
phloem and 0017 for stem phloem based on the
measured content of sucrose, amino-acids and or-
gani¢c acids (i.e. not computing organic anions as
jnorganic cations minus inorganic anions).

Turning to a consideration of the organic N
compounds exported from the nodule in the xylem,
Pate, Gunning & Briarty {(1969) give concentrations
of amino acids and amides in xylem sap excluding
from detached nodules of the non-ureide-trans-
porting Vicia faba L. From their data values of
(r125 mol net negative charge per mol organic N,
and 0-0556 mol net negative charge per mol organic
C, can be computed.

For the ureide-transporting Glyeine max, Streeter
(1979) and Wong & Evans (1971) found that the
nodule exudate contained approximately equal
quantities of N in amino-acids and amides and in
allantoin and allantoic acid; the data suggest
0-115 mol* organate per mol N, and 0-041 mol
organate per mol C, even though the ratio of amino-
acids, amides and ureides may vary with cultivar,
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growing conditions, age of plant and, especially, with
rhizobial strains (Neves & Hungria, 1987).

It is important to bear in mind that higher ratios
would be obtained if there were any organic acid
anions present in the exudate. Interpretation of the
published data, which include malate as well as
organic N compounds, is complicated since the data
presented for detached nodules or decapitated root
systems give no indication as to which data set refer
to which transport fluid (Pate et a/., 1981). However,
all three of the sets of data (for Lupinus albus, Vigna
ungutenlata (1..) Walp and Vigna radiata (L.)
R. Wilczek) show a significant mol fraction of malate
in the total of malate plus amino-acids, amides and
ureides {Pate et af., 1981). Since at least one set of
data refers to nodule exudate, organic acid anions are
probably a feature of nodule exudate.

As a first attempt to define the acid-base balance of
N,-fixing nodules, we assume (1) zero nodule growth
(more realistic for a determinate than an inde-
terminate nodule), (2) half of the organic C entering
the nodule leaves as organic N in the xvlem, the rest
being lost as respiratory CO, and (3) there is no net
metabolism of phloem organate in the nodule (Table
4). Then in Vieia faba with 2 nodule xylem sap
concentration of -0556 mol organate per mol C we
calculate that the phloem concentration would be
0-0278 mol organate per mol organic C, if interaction
with the medium in acid-base regulation is to be
avoided. For Glycine max, the required mol organate
per mol organic C in the phloem is 0-0205 mol
organate per mol organic C. The molar organate/
organic C ratio in the phloem sap of N,-fixing
Lupinus albus, computed from the sucrose, organic
acid anion and amino acid plus amide content of
phloem (Jeschke et al; 1986) 15 0-015-0-017. A lower
value results if the organic anion content is computed
from inorganic cations minus inorganic anions. Pate
et al. (1981) quoted values for the nodule exudate
and/or decapitated root system exudate of Lupinus
albus which yield molar organate/organic C values
for amino-acids, amides plus malate of 0-:0574. With
respiration of half of the organic C centering the
phloem, the required phloem organate/organic C is
00287,

We are thus left with a2n ‘observed’ phlaem
organate/organic C of 0-015-0-017, and a ‘required’
value of 0-0205-0-0287 {Table 4). While there is not
a large difference, the ‘required’ values exceed the
‘observed’ values. Using more realistic (observed)
values for the allocation of the organic C by nodule
metabolism, e.g. the ratio of 0530 respired: 0-185
retained : 0-279 exported in xvlem in Lupinus albus
(Pate et al., 1981) helps to bridge the gap. No data
appear to be available for the organate/C for Lupinus
albus nodules. Values of 0-010-0-012 mol organate
per mol C can be computed for Glycine max nodules,
assuming C is 45 %, of the dry weight (Nyatsanga
and Pierre, 1973). Allen et al. (1988) quote values of
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Table 4. Measured organate/organic C molar ratios in xylem sap leaving root nodules, and in phioem sap, of
diazotrophic legumes, and organate/organic C molar ratio of phloem sap predicted* from xylem sap composition

Predicted® mol

Measured mol organate

per mol organic C organic C

organate per inol

Measured mol organate
per mol organic C

in phloem sap Reference

Organism in xylem sap in phloem sap
Glveine max 0-0410 {-0205
Lupinus albus L. 0-0574 0-0287
Vicia faba 1. 0-0556 00278

Wong & Evans
(1971)

Streeter (1979)
Pate et al.
(1981)

Jeschke et al.
(1986)

Pate et al.
(1969}

No data

0-015-0-017

No data

# Prediction assumes that half of the organic C entering the nodule in the phloem is respired, and that the remaining
half is transported out in the xylern as part of the mechanism of organic N removal (i-e. none of the C is incorporated
into nodule material or is lost to the nodule environment). A further assumption is that there is no net production or

consumption of phloem-borne organate in the nodule.

0019 mol organate per mol C for nodules of
Phaseolus vulgaris. In both cases the values are lower
than for root and shoot tissues. Both Glycine and
Phaseolus have determinate nodules, so fractional
incorporation of organic C into N,-fixing nodules is
lower than in Lupinus. However, assuming similar
organate/C values in Lupinus as in Phaseolus, the
0185 mol organic C incorporated into nodules for
each mol C entering invelves 0-019 mol organate per
mol C, or 0-0035 mol organate incorporated. The
0279 mol C ecxported in the involves
0-0574 mol organate per mel C, or 00161 mol
This 0-0195 moi
organate imported per mol C entering in the phloem,
i.e. a rather lower value than that computed earlier,
in part due to more respiration, but mainly resulting
from the lower organate/C in nodule tissue than in
xylem exudate. Using the organate/C values
(0-010-0-012) for Glycine nodule tissue, the overall
requirement for organate/C in the phloem entering
the nodule is 0-0179-0-0182, slightly closer ta the
‘observed’ values.

Thus, accepting the organate/N and organate/C
values suggested for xylem exudate from nodules,
the organate/C values for the phloem of N,-fixing
nodules could well be adequate to account for acid-
base balance within the nodule without requiring H*
cxchange between nodules and their environment.
This is, of course, essential for Lupinus albus grown
as described by Jeschke et al. (1985} with all of their
nodules above the culture medium, and for the stem
nodules of species of Aeschyoneme and Sesbania. It is
important to remember that the values of organate/C
for phloem sap which we used is rather higher than
many measured values and that the organate/C or
organate/N for xylem sap leaving the nodule is lower
than in xviem sap exuding from decapitated root

xylem

organate exported, involves

systems (‘Table 3). However, we must note that it is
not realistic to expect the organate/C or organate/N
of the root xylem sap of a diazotrophic nodule to be
accounted for entirely by nodule exudate organate /C
and organate/N, based an phloem inputs of organate
and organic C to, and N, fixation by, the nodules.
Growth involves net organate accumulation by the
plant, so net H* extrusion must occur somewhere!
The hypothesis of acid-base regulation in the nodule
being independent of H* exchange between the
nodule and its envirenment implies that the net H”
efflux occurs from the general root surface: the
xylem sap would be ‘topped up’ with organic acid
salts, phosphates, etc. as well as water, en route from
the nodules to the shoot.

The alternative hypothesis is that at least part of
the acid-base regulation in the nodule involves H*
efAux from the nodule to its aqueous environment,
Clearly this can only occur when the nodule is in an
aqueous environmert such as soil or culture solution.
This alternative hypothesis could explain an excess
of organate leaving the nodule over that entering the
nodule plus what is incorporated in the structure. It
would alse involve net synthesis of organate in the
nodule, either by oxidising reduced {carbohydrate)
C and/or by the anaplerotic fixation of CO, using,
mainly, phosphoenolpyruvate carboxylase, thus pro-
viding the H* which is excreted to the nodule
medium.

What evidence is there on these points? Aside
from the (unproven) imbalance of organate import in
phloem, retention in nodule and export in xylem, we
can look for evidence of H™ excretion from nodules
and of net organate synthesis in nodules,

Dealing first with net organate synthesis in
nodules, much has been made of the capacity of
nodules to fix *CO,, and the extractable activity of
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Mo and of H, PO, adsorbed to Fe,0, and Al,O, (see
Section 1I), we deal particularly with the two
nutrient Fe and Mo.

We have already seen that, for uptake by roots,
apical alkalinisation and more basal acidification
would favour, respectively, Mo uptake and P uptake
from adsorbed H,PO,”, and Fe uptake and P uptake
from rock phosphate. If the nodule behaved simi-
larly, then the apex would favour uptake of Mo and
of P from abscrbed H,PO,” and the more basal
regions Te uptake and P uptake from rock phosphate.
However, we have already seen that there is no direct
evidence for such a zonation in nodules.

The observed acidification would favour Fe up-
take. The minimum radius of functional nodules
(Shechy & Thornley, 1988), and hence their maximal
surface area per unit volume, means that the area of
interface between plant and soil per unit biomass is
much lower for nodules than for absorbing roots
(Sprent & Raven, 1985). This differential is increased
if the occurrence of root hairs and/or mycorrhizas on
roots, but not, generally on nodules, is taken into
account. For legumes and other symbiotic diazo-
trophs this is not necessarily a great problem for Fe
acquisition, since their mechanism for obtaining Fe
from low-Fe environments is an ‘intensive’ surface
reduction and rhizosphere acidification, rather than
the graminaceous strategy of producing phytosidero-
phores and recovering them, loaded with Fe, over
an ‘extensive’ surface (see Section 111). Doubts as to
the efficacy of graminaceous phytosiderophores, and
the role of microbial siderophores in Fe acquisition
by non-graminaceous plants, blurs this distinction
(see Section 111). Nevertheless, the acidified nodule
surface does present a potential surface for Fe
acquisition by surface reductant generation. How-
ever, therc are no morphological or biechemical data
favouring such a role.

Another consideration related to Fe acquisition by
nodules relates to the net need for Fe by the nodule
in terms of the time course of acidification. The net
Fe need occurs during nodule growth, while H”
extrusion related to acid-base regulation during N,
reduction and export only occurs from mature
functional nodules or parts of nodules. This means
that H* extrusion from this source would not be
temporally attuned to the Fe need in determinate
nodules, while there would be some temporal
dislocation between H¥ extrusion and Fe uptake
even in indeterminate nodules, where some Fe is
needed before any N, fixation can occur. If these is
a component of H* extrusion related to H* recircul-
ation in growth of the nodule, then some acidification
necessarily occurs during the time of net Fe need in
both determinate and indeterminate nodules.

Clearly, much more work is needed to elucidate
the role of the nodule surface in Fe acquisition as an
alternative to the mechanism involving uptake by the
gencral root surface, followed, presumably, by
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Figure 1. Quantity of H* or OH~ extruded to the culture
solution in days by three different plant species supplied
with NH,~ or NO,_~ after 20 days’ growth in soil {Jacob-
Neto et af; unpublished). All plants were of the same size,
and all differences in H* extrusion were significant at the
5% level.

transfer to the xylem, movement up the xylem, and
finally transfer to the phloem stream moving to the
nodule (Maas et al; 1988). Even more work is needed
to distinguish the possible routes of uptake of Mo. In
immediate practical terms, however, the variable
extent of net acidification by root systems of N,-
fixing plants maybe of more significance (Israel &
Jackson, 1978 ; Nyatsanga & Pierre, 1973: Aguilar &
Van Diest, 1981 Fig. 1; Table 5). While acidification
of the rhizosphere during diazotrophic plant growth
may, as we have seen, aid acquisition of at least some
nutrients from alkaline soils, it is important to
emphasise that in the steady state, with no loss of
material from, or gain of material by, a ‘climax’
community, net acidification of seil does not con-
tinue; as much H* is removed in the mineralisation
of plants and their consumers as is produced in their
growth (see Helyar, 1976). However, this is also the
case in which legumes are used for green manuring.
In this case the acidifying effect on the rhizosphere
could benefit, for example, P acquisition from rock
phosphate without any long term effect on the soil
(Aguilar & Van Diest, 1981; Mengel & Steffens,
1982; Hauter & Steffens, 1985). However, even in a
community which is not anthropogenically in-
fluenced, long-term changes in acidity occur due to
material gains and losses, changes in plant species in
the community and changes in N forms other than
N, (Helyar, 1976; Haynes, 1986}. Agriculture, by
removing all or part of the tops of plants, prevents
return of a substantial fraction of the intraplant base
equivalent to the H* lost to the soil during diazo-
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phosphoenolpyruvate carboxylase in nodules (see
reviews by Minchin ef al; 1981; Pate & Atkins, 1983 ;
Pate er al; 1981; Rawsthorne et al, 1980). The
available data may be summarized as follows.

(1} Like all living tissue, nodules fix exogenous
“Co,.

2

(2} There is never a net CO, fixation by nodules.

(3) The early products of “CO, fixation are
consistent with a (Cy+ C,) carboxylation.

{(4) Phosphoenolpyruvate activity in nodule ex-
tracts is more than adequate to account for the
"CO,-saturated rate of 1CO, fixation in vivo.

(5) Dependence of “CO, fixation rate by nodules
on exogenous CO, concentration is consistent with
the observed location of phosphoenclpyruvate car-
boxylase within the varinble resistance ‘0, barrier’
(Christeller, Laing & Sutton, 1977; Coker &
Schubert, 1981; Sheehy & Thornley, 1988; Vance,
Stade & Maxwell, 1983; Maxwell ef al., 1984),

{6) Phosphoenolpyruvate carboxylase activity in
nadules exceeds that in the rest of the raot on a fresh-
weight basis (Christeller e al; 1977, Day & Mannix,
1988; Smith, 1985), but not on a protein basis
(Smith, 1985; ¢f. Day & Mannix, 1988).

(7) Nodule phosphoenclpyruvate carboxylase
from Medicago sativa is immunologically cross-
reactive with a component of phosphenolpyruvate

carboxylase from uninfected roots of Medicage

sativa, and with that of nodules of Glycine max;
otherwise the nodule enzyme most closely resembles
that from leaves of C, plants (Miller, Boyland &
Vance, 1987).

(8} The rate of *CO, fixation (insofar as this can
be corrected for dilution by endogenous *COQ,) is
adequate to account for the rate of anaplerotic
(C3+C,) carboxylation needed to provide the C, and
C, C skeletons of amino acids and amtdes (aspartate,
glutamate, asparagine, glutamine) which are the
main vehicles (other than ureides) for organic N
export from nodules.

(9) The correlation between "CO, fixation rate
and N, fixation rate is closer in amide-exporting than
in ureide-exporting plants; this is consistent with the
pathways of C skeleton synthesis (Coker & Schubert,
1981),

(10) None of the foregoing rules out the possibility
that phosphoenoclpyruvate carboxylase activity com-
pensates for respiratory use of organates entering in
the phloem rather than bringing about net synthesis
of organic acids; the nodules have enzymes which
can dispose of organates (Lawrie & Wheeler,
19754, b; Rawsthorne et al; 1980). Nodules may also
be able to synthesise C, dicarboxylic acids via the
glocoxylate pathway (Rawsthrone et al; 1980).

The evidence summarized above is consistent with
‘dark’ CO, fixation generating organates in root
nodules, although it does not compel us to assume
that all, or even most, of the organates in nodule
xylem sap represents net synthesis involving
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anaplerotic C,4C, carboxylation in the nodule,
This is true a fortiori of plants exporting much of
their N as ureides (cf. Cockson, Hughes & Coombs,
1980); the negative charge on allantoate is not g
product of C;+C; carboxylation (see Goodwin &
Mercer, 1983, Pate et al.,, 1981, and Rawsthorne er
al., 1980, for details of pathways of ureide synthesis)
and the only C atom derived tmmediately from CO,
during purine synthesis via phosphoribosylamino-
imidazole carboxylase (Lukens & Buchanan,
19594, b; Ahmed, Missimer & Moat, 1965) is lost on
conversion to allantoin and allantoic acid.

More generally, we can address the problem of
organate synthesis in nodules without necessarily
invoking C,; 4 C, carboxylations. This possibility has
already been mentioned in the context of C,
diacarboxylic acid synthesis by the glyoxvlate cycle,
and ureide synthesis. To this we can add the
synthesis of cell wall uronates (presumably syn-
thesized in the cell whose wall they occur in). In
none of these cases does available evidence for the
occurrence of the synthetic pathway in nodules ryle
out the possibility that the synthesis of these
organates is balanced by the metabolism of other
organates which have been imported. For this,
evidence is required either of a deficit of organate
influx in the phloem relative to that exported in the
xylem (see above) or remaining in the nodule, or of
net H* excretion by nodules, or of both,

We now address the small quantity of evidence
available concerning H* fluxes between nodules and
their aqueous environment. It must be admirtted that
little such evidence exists. Work with the bromo-
cresol purple technique (see Weisenseel, Dorn &
Jaffe, 1979; Marschner & Rombheld, 1983) using
nodulated Cajanus showed that the nodules did
acidify the medium {Miller, Sprent & Raven,
unpublished). Quantitation of the bromocreso)
purple technique is not easy (Miller, 1986; cf.
Weisenseel ef af; 1979), so the H* flux data is only
qualitative (Miller, Sprent and Raven, unpublished).
Furthermore, it is not clear if the acidification relates
entirely to net H* efflux associated with net synthesis
of an organic acid with H* efux in exchange for a
cation such as K*, or to the acidifying part of an H*
circulation whose alkaline surface Zone was not
rendered visible in our observations, or to a mixture
of the two. The data are clearly inadequate to draw
any general conclusions as to the role of H* efflux
from Cajanus nodules in the acid-base regulation of
the nodules. However, regardless of the source of the
H*, it is possible that acidification of the medium
could influence the acquisition of nutrients by the
nodules. In view of the likelihood of a particular
need for Fe and Mo (and P?), on a unit biomass
basis, in nodules relative to the rest of the plant
(Raven, 19884}, and the known influence of soil
acidification in enhancing the acquisition of Fe and
of P from rock phosphate, and diminishing that of
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Table 5. Rhizoplane acidification of four species of legume with NH SN
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2

or NO,~ as N source (initial pH of sotl was 62)

Decrease in pH at root surface relative
1o bulk soil with N abtained indicated by
the fraction of the area around the root
in which the indicator turns yellow
indicating acidification

Species of legume NH,* N, NO,”

Dolichos lablab 1.. [= Lablah 013 0-07 0-0
purpureus (1..) Sweet]

Mucuna deeringtana (Bort) 021 0-33 0-0
Merr,

Vigna unguiculata 026 0-07 005
Vigna mungo (L.) Hepper. 0-21 007 004

Plants were grown for 36 days with bromocresol purple as pH indicator as
described by Marschner & Romheld (1983). Previously unpublished data of

Jesus and Franco.

Table 6. Excess base in grains and shoots of two legumes expressed per
metric ton of grain, and the ratio of excess base to nitrogen

Mol excess
base per metric

Mol excess base
per mol N in the

ton of grain the grain
Crop Grain Shoot Grain Shoot
Phaseolus vulparis 2686 3124 O-11 046
Glyeine max 10101 3642 09 0-28

The average vield of Phaseolus vulgaris in Brazil is 500 kg grain per hectare:

that of Gilyeine max is about 2200 kg/ha.

the grain is harvested; the whole aerial

trophy, and thereby leads to continued acidification,
The magnitude of the changes are indicated in Table
6 for two species of legume.

VI. CONCLUSIONS

The diazotrophic symbioses involving higher plants
commonly result in a substantial H* excretion and
corresponding accumulation of inorganic salts of
organic anions in the cell for each N assimilated.
This represents an additional generation of organic
actds per unit N, or per unit biomass synthesised,
than during growth on NH,”, but resembles that
found with urea as N source. The H* excretion per
N assimitated is thus larger than would occur without
the additional organic acid synthesis and can ap-
proach the value found during growth on NH,",
albeit at the expense of additional energy (and water)
costs predicted for synthesis of additional organic
acids. The overall prediction is an increased energy
and water costs of some measure of inclusive fitness
(e.g. production of a viable seed). This cost is
additional to the intrinsic additional costs in terms of
energy (and hence water) for diazotrophy (but not

Glyeine shoots are left in the field after
parts of Phaseolus are removed.

urea assimilation) relative to ammonium assimilation
because of the large reductant and ATP costs of
diazotrophy.

A possible offset of the energy and water costs of
organic acid synthesis and H” excretion is, at least in
a P- or Fe-limited environment with a relatively high
soil pH value, an increased capacity for P and Fe
acquisition. The diazotrophs could thus use a non-
limiting resource (light, water) to acquire a more
limiting resource (P or Fe) and thus, especially in the
case of Fe, materially aid the acquisition of the co-
limiting resource, N, via diazotrophy. There is
reasonable evidence for this in the case of P, and
some evidence in the case of Fe, Interesting tests of
the P~ and Fe-acquisition hypotheses would be an
analysis of diazotrophs rooted in soil under light- or
water-limited conditions, or of a floating aquatic
diazotroph such as Azolla for which the observed
acidification of the medium would be of less avail in
the acquisition of P and Fe, The alternative mode of
acidification of at least part of the rhizosphere is the
circulation of H*, out of more mature zones and o
the apex, on which any met acidification due to
organic acid synthesis in diazotrophs is super-
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imposed. The circulating H* alternative may be
more energy (and water) cfficient than net organic
acid synthesis as a means of acidifying at least part of
the rhizosphere, thus aiding acquisition of P from
rock phosphate and of Fe from Fe(111) deposits. This
strategy might also lead to alkalinization of the
extreme apex which could be important in the
acquisition of Mo and of P from adsorbed H,PO,",
nutrients which are especially guantitatively im-
portant for (most) diazotrophs. However, it is
important to remember that other N-sources (e.g.
urea) which effectively introduce a neutral N source
into the cells have similar H*/N ratios despite not
having the same predicted requirement for Fe or Ma
as diazotroph (Raven, 19885).

Acid-base regulation of the nodules of vascutar
associated with non-cyanobacterial in-
habitants is poorly understood. Nodules which are
not surrounded by an aquecus medium (e.g. nat-
urally occurring stem nodules, or root nodules which
are experimentally isolated from an aqueous me-
dium) must conduct their acid-base affairs entirely
via solute exchange with the rest of the plant and

plants

gaseous exchange with their immediate environment.
The acid-base regulation of the ‘isolated’ nodules
can just be accommodated in terms of reported
values for the concentration of the relevant solutes in
the phloem sap of the stem, and the xylem sap
leaving the nodule, of diazotrophic legumes. For
nodules growing in soil or culture medium there is
the additional possibility of acid-base regulation by
net H' efflux to the nodule’s environment. There is
some evidence consistent with such H* efflux, which
could aid the acquisition from the nodule environ-
ment of Fe, a resource for which there is an especially
high predicted requirement in diazotrophs. How-
ever, the timing of such acid-induced Fe acquisition
may not be appropriate for Fe supply to growing, as
opposed to functioning, nodules in those legumes
with determinate nodules. For the nutrients P and
Mo, where empirical data demonstrate a greater
demand in diazotrophic than non-diazotrophic
plants, acidification of the basal part of the growing
nodule may help acquisition of P from rock phos-
phate in alkaline soils. Alkalinjzation of the growing
nodule apex may help H,PO,” and MoO* acqui-
sition from acid soils with a high content of Fe,O,
and Al O,.
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