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RESUMO GERAL 

 

ARAUJO, Karla Emanuelle Campos. Estimativa do N depositado no solo pela soja 

utilizando a técnica de marcação foliar com ureia ou glutamina enriquecidas com 
15N. 2018. 58p. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento 

de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018. 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de uma técnica isotópica de N (marcação das 

folhas com 15N) para estimar o N total depositado no solo pelo sistema radicular da soja. 

 O experimento foi conduzido em vasos de 6 kg de solo em casa de vegetação na 

Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. Utilizou-se o delineamento experimental em 

blocos casualizados, com esquema de parcelas subdivididas, com cinco repetições. Os 

tratamentos consistiram em marcação foliar, com 15N, usando duas fontes de N, sendo 
15N-Ureia e 15N- glutamina, e seis épocas de coleta, que foram realizadas aos 2, 7, 14, 

25, 47 e 70 dias após a marcação com o isótopo 15N, correspondendo aos estádios V4, 

R1, R3, R5, R6 e R7, respectivamente. Foi determinado o enriquecimento de 15N no tecido 

da planta em cada coleta e o nitrogênio nas raízes não recuperadas-NRNR (no solo 

rizosférico e no solo total dos vasos). De 14 até 47 dias após marcação (DAM), as raízes 

marcadas com glutamina continuaram uniformes em enriquecimento de 15N. Em 

contraste, as raízes marcadas com ureia apresentaram diferenças significativas entre 

elas. Para as coletas realizadas aos 2, 7, 10 DAM o enriquecimento de 15N dos 

diferentes segmentos da parte aérea das plantas mostraram que não houve uniformidade 

na marcação entre diferentes partes da planta.  No geral, observa-se que as plantas 

marcadas com glutamina apresentaram uma distribuição de marcação mais lenta, ao 

longo do crescimento. Quanto as contribuições do NRNR (mg planta-1), observou-se 

que aos 2 DAM das plantas houve uma grande exsudação do N, de 163 mg e 141 mg 

planta-1, para os tratamentos de ureia e glutamina, respectivamente. As estimativas da 

NRNR a partir de 10 DAM não diferem estatisticamente entre as plantas marcadas com 

ureia ou glutamina marcadas. A partir dos 10 DAM praticamente não observou 

diferenças nas estimativas de NRNR entre as duas fontes de marcação das plantas. 

Quando o NRNR foi calculado em função do N total da planta inteira, a partir de 10 

DAM o NRNR se manteve uniforme, variando de 8 a 15% para as duas fontes de 

marcação. Neste estudo, mostramos que inicialmente (até 2 DAM) houve uma 

exsudação do N enriquecido e imediatamente depois, até 10 DAM, uma grande parte 

deste N foi reabsorvido. A partir desta data o aumento do N enriquecido no solo deve 

representar N derivado da senescência e exsudação do N semelhante em plantas não 

tratadas com N enriquecido.  

 

Palavras chaves: Diluição isotópica do 15N, Marcação foliar com 15N, FBN, 15N-Ureia 

e 15N- glutamina. 

 

 

 

 

 

 



 
 

GENERAL ABSTRACT 

 

ARAUJO, Karla Emanuelle Campos. Estimation of the N deposited in the soil by 

soybean using leaf labelling with 15N urea or glutamine. 2018. 58p. Tese (Doutorado 

em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018. 

 

The objective of this study was to evaluate the use of an N isotope technique (15N-leaf 

labelling) to estimate the total N deposited in the soil by the soybean root system. The 

experiment was conducted in pots of 6 kg soil in a greenhouse at Embrapa 

Agrobiologia, Seropédica, RJ. The experiment was arranged in a randomized complete 

block design with five replicate blocks. The treatments consisted of 15N-leaf-labelling 

using two N sources, 15N-Urea or 15N-glutamine, six harvests which were performed at 

2, 7, 14, 25, 47 and 70 days after labelling with the isotope 15N, corresponding to the 

stages V4, R1, R3, R5, R6 and R7, respectively. The enrichment of 15N in the tissues of 

the plant at each harvest and the N in the unrecovered roots (non-recoverable root 

nitrogen – NRRN) in the rhizospheric soil and in the total soil of the vessels were 

determined. For both the urea and glutamine labelled plants the 15N enrichment data of 

the different root cohorts (primary, secondary and fine roots) showed uniformity at 10 

and 14 days after the 15N-labelling of the leaves. From 14 to 47 DAL, the glutamine-

labelled roots remained uniform in 15N enrichment. In contrast, the roots labelled with 

urea presented significant differences between cohorts. For the harvests performed at 2, 

7, 10 DAL, the enrichment of 15N of the different segments of the aerial part of the 

plants showed that there was no uniformity in the labelling of different parts of the 

plant. In general, glutamine-labeled plants were shown to have a slower migration of the 
15N enrichment during growth. As for the NRRN (mg plant-1), it was observed that at 2 

DAL there was a large exudation of the N, of 163 mg and 141 mg plant-1 for the urea 

and glutamine treatments, respectively. Estimates of NRRN from 10 DAL did not differ 

statistically between the urea- or glutamine-labelled plants. From the 10 DAL onwards, 

practically no differences in NRRN estimates were observed between the two sources of 

plant labelling.  When the NRRN was calculated as a function of the total N of the 

whole plant, from 10 DAL onwards the NRRN remained relatively uniform, varying 

from 8 to 15% for the two labelling sources. In this study, we showed that initially (up 

to 2 DAL) there was exudation of enriched N and immediately after, up to 10 DAL, a 

large part of this N was reabsorbed. From this date onwards, the increase of the enriched 

N in the soil should represent N derived from senescence and exudation, in the same 

manner as N in plants not treated with enriched N. 

 

 

Keywords: 15N isotope dilution, 15N leaf labelling, BNF, Urea -15N e glutamine -15N.  

 

 

  



 
 

ÍNDICE DE TABELAS 

 

Tabela 1. Descrição dos estádios vegetativos e reprodutivos da soja.............................. 6 

Tabela 2. Descrição da subdivisão do estádio R5 da soja. .............................................. 7 

Tabela 3. Relação das macrorregiões, regiões fisiográficas e regiões edafoclimáticas de 

adaptabilidade das cultivares de soja. ....................................................................... 9 

Tabela 4. Contribuição da FBN em leguminosas de grão. ............................................ 11 

Tabela 5. Relação do N derivado das raízes não recuperadas (NRNR) de leguminosas 

em relação ao N total acumulado pela planta. ......................................................... 21 

Tabela 6. Enriquecimento com 15N (% átomos 15N excesso) e 15N no solo rizosférico e 

solo total (mg 15N excesso vaso-1), marcados com 15N-ureia e 15N-glutamina, em 

seis épocas de coleta. ............................................................................................... 37 

Tabela 7. Átomos % 15N excesso e 15N Planta (mg 15N excesso planta-1) em diferentes 

partes da parte aérea de soja, marcadas com 15N-ureia e 15N-glutamina, em seis 

épocas de coleta. ...................................................................................................... 39 

Tabela 8. Enriquecimento com 15N (% átomos 15N excesso) e a quantidade de 15N em 

excesso (mg 15N excesso planta-1) em diferentes partes da parte aérea de soja, 

marcadas com 15N-ureia e 15N-glutamina, em seis épocas de coleta. ..................... 41 

Tabela 9. Enriquecimento com 15N (% átomos 15N excesso) e a quantidade de 15N em 

excesso (mg 15N excesso planta-1) na parte aérea de soja, marcadas com 15N-ureia e 
15N-glutamina, em seis épocas de coleta. ................................................................ 42 

Tabela 10. Estimativas do N das raízes não recuperável (NRNR) no solo rizosférico e 

no solo. .................................................................................................................... 43 

Tabela 11. Estimativas do total N das raízes não recuperável (NRNR) no solo 

rizosférico e no solo em mg N planta-1 e como porcentagem do N total da planta. 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Estrutura do complexo MoFe e Fe proteína da nitrogenase e fluxo de elétrons 

entre as duas enzimas (LONG et al., 2015). ........................................................... 12 

Figura 2. Coloração interna rósea de um nódulo ativo, pela presença da leg-

hemoglobina. ........................................................................................................... 13 

Figura 3. Etapas para corte da folha: (a) Corte da folha com bisturi; (b) imersão da 

folha na solução 15N; (c) folha imersa na solução enriquecida com 15N; (d) 

cobertura do microtubo. .......................................................................................... 24 

Figura 4. Visão geral do experimento. Solo coberto com papel alumínio. ................... 25 

 Figura 5. Raiz de soja da primeira coleta (dois dias após marcação). (a) Raiz Principal; 

(b) Raízes Secundárias; (c-d) Raízes Finas. ........................................................... 26 

Figura 6. Acúmulo de massa seca por diferentes tecidos de plantas de soja marcadas via 

foliar com ureia ou glutamina, em seis épocas de coleta. (a) nódulo; (b) raiz; (c) 

parte aérea; (d) planta inteira. ................................................................................. 29 

Figura 7. N acumulado por diferentes tecidos de plantas de soja, marcadas via foliar 

com ureia ou glutamina, em seis épocas de coleta. (a) nódulo; (b) raiz; (c) parte 

aérea; (d) planta inteira. .......................................................................................... 30 

Figura 8. Acúmulo de massa seca por diferentes tecidos da planta de soja e solo 

rizosférico. (a) marcação foliar com ureia; (b) marcação foliar com glutamina. ... 31 

Figura 9. N total acumulado por diferentes tecidos de plantas de soja e solo rizosférico. 

(a) marcação foliar com ureia; (b) marcação foliar com glutamina. ...................... 32 

Figura 10. Enriquecimento de 15N em excesso de (a) raízes primárias, (b) secundárias e 

(c) finas durante as 6 coletas de dias 2, 7, 10, 14, 47 e 70 dias após de marcação da 

folha com ureia ou glutamina. ................................................................................. 34 

Figura 11. Total 15N em excesso (mg por planta) recuperado pelas (a) raízes primárias, 

(b) secundárias e (c) finas durante as 6 coletas de dias 2, 7, 10, 14, 47 e 70 dias 

após de marcação da folha com ureia ou glutamina................................................ 36 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 1 

2 REVISÃO DE LITERATURA .............................................................................. 4 

2.1 Características Gerais da Cultura da Soja .......................................................... 4 

2.2 Características Fenotípicas das Plantas de Soja ................................................. 4 

2.3 Fases Fenológicas da Planta de Soja .................................................................. 4 

2.4 Influência do Fotoperíodo e da Temperatura no Ciclo da Planta de Soja ......... 7 

2.5 Grupo de Maturidade Relativa (GMR) .............................................................. 8 

2.6 Indicação de Cultivares por Regiões Edafoclimáticas ....................................... 8 

2.7 Fixação Biológica de Nitrogênio ..................................................................... 10 

2.8 Contribuições da FBN Para a Cultura da Soja ................................................. 13 

2.9 Quantificação da Fixação Biológica de Nitrogênio em Leguminosas ............. 14 

2.10 Técnicas Isotópicas .......................................................................................... 15 

2.11 Técnica de 15N2 ................................................................................................ 15 

2.12 Diluição Isotópica ............................................................................................ 16 

2.13 Abundância Natural de 15N .............................................................................. 17 

2.14 Nitrogênio do Solo Derivado do Sistema Radicular da Planta ........................ 19 

3 MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................. 23 

3.1 Condução do Experimento ............................................................................... 23 

3.2 Coleta do Experimento .................................................................................... 25 

3.3 Processamento de Amostras e Cálculos de mg 15N por Planta e NRNR ......... 25 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO .......................................................................... 28 

4.1 Acúmulo de Massa Seca e Nitrogênio Total em Plantas de Soja .................... 28 

4.2 Diluição do 15N nas Raízes de Soja em Crescimento ...................................... 33 

4.3 Diluição do 15N nas Folhas de Soja em Crescimento ...................................... 37 

4.4 Nitrogênio nas Raízes Não Recuperado (NRNR) ............................................ 42 

5 CONCLUSÃO ....................................................................................................... 46 

6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................ 47 

7 APÊNDICE ............................................................................................................ 58 

 

 



1 
 

1 INTRODUÇÃO  

 

A soja (Glycine max L.) é o produto agrícola mais importante em termos 

quantitativos na agricultura brasileira, sendo Brasil o maior exportador deste grão no 

mundo. No ano agrícola de 2017/18 esta cultura ocupou 35 milhões de hectares (Mha) 

produzindo um total de 118 milhões de toneladas (114 Tg) de grão, com rendimento 

médio de 3370 kg grão ha-1 (IBGE-LSPA, 2019). O grão de soja tem aproximadamente 

40 % de proteína (~6,5 % N) e por isso é muito valorizado integrando a maioria das 

rações para animais, seja no Brasil ou no exterior. O N acumulado no grão vem 

principalmente do processo da fixação biológica do N2 do ar (FBN). Estima-se que 

aproximadamente 80 % do N na cultura da soja é derivado da FBN (HUNGRIA et al., 

2006a; ZOTARELLI et al., 2012) e esta proporção é aproximadamente igual a 

proporção do N na parte aérea encontrada no grão (ALVES et al., 2003). Em outras 

palavras, a quantidade do N colhida no grão é exportada do campo (para o Brasil um 

total de aproximadamente 7,4 Tg, ou 188 kg N ha-1) e mais ou menos igual o total do N 

derivado da FBN. O problema com esta afirmação é que não conta o N nas raízes 

presentes na hora da colheita final. Na fase final do ciclo as raízes estão mortas e uma 

proporção desconhecida delas, e seu conteúdo do N, já foi depositado no solo.  Com 

isso, não sabemos a contribuição residual que: 1) pode beneficiar a cultura subsequente 

ou 2) se for imobilizado é “sequestro de carbono”. 

Apesar da elevada capacidade fixadora de N2 desta cultura, ainda não existe um 

consenso sobre o balanço de N do solo cultivado com a cultura da soja, uma vez que a 

real contribuição da FBN para a cultura envolve o conhecimento do total de N 

acumulado pela planta. Enquanto a quantificação do total do N acumulado na parte 

aérea da soja pode ser feita de forma bastante simples, existe uma grande dúvida em 

relação ao total de N acumulado em seu sistema radicular. Tradicionalmente, a 

acumulação de N em raízes tem sido estimada através de amostragem direta, seguindo 

etapas de escavação e peneiramento (BERGERSEN et al., 1992; ALVES et al., 2002). 

Seguindo esta técnica, Peoples et al. (1995) e Zotarelli, (2000) mostraram que a 

exportação de N nos grãos de culturas, como a soja, pode superar o total de N derivado 

da FBN acumulado pela planta e levar a balanços de N negativos para o solo, mas 

outros estudos mostram o contrário (ALVES et al, 2006).  

Em solos com alto conteúdo de matéria orgânica (MOS) e de N mineral, a 

proporção de N fixado pela leguminosa é menor, sem afetar o rendimento da cultura, e 

nesta situação é provável que a alta exportação do N do sistema com os grãos da soja 

resultaria num balanço negativo do N do solo causado pela cultura. Entretanto, a maior 

parte da área plantada com soja no Brasil está em Latossolos ou solos arenosos que 

frequentemente mostram baixa disponibilidade de N mineral durante o ciclo da soja. 

Esta questão do balanço de N é de grande importância para a avaliação da 

sustentabilidade de rotações de culturas. Se durante o desenvolvimento da cultura da 

soja ocorre exsudação de N para o solo e nos estágios finais do ciclo da cultura o N é 

depositado no solo em raízes senescentes ou mortas, a avaliação do N derivado da soja 

que permanece no solo utilizando a simples escavação e peneiramento do solo resultaria 

numa subestimativa desta contribuição do N da planta da soja.  

Russel e Fillery (1996) propuseram uma técnica utilizando a marcação das 

plantas com material enriquecido com o isótopo 15N, para avaliar o N derivado das 

raízes normalmente não recuperável do solo (denominado “N de raiz não recuperável” – 

NRNR) devido à decomposição dos tecidos radiculares antes a colheita final da cultura. 

Estes autores trabalharam com a cultura de tremoço (Lupinus angustifolius) e 

subsequentemente outros membros da mesma equipe (McNEILL et al., 1997) 



2 
 

trabalharam com trevo (Trifolium subterraneum) e serradela (Ornithopus compressus). 

Desde estes trabalhos pioneiros a técnica foi adotada por várias equipes, principalmente 

na Austrália e Europa (WICHERN et al., 2008), mas somente um estudo foi feito (na 

Austrália) com a cultura de soja (ROCHESTER et al., 1998). Neste trabalho os autores 

não mostraram os resultados detalhados, como o enriquecimento de 15N das raízes, da 

parte aérea ou do solo, mas concluíram que 38 % do N total na soja (acúmulo do N na 

parte aérea foi estimado em 430 kg N ha-1) foi encontrado nas raízes e no NRNR. Como 

esta estimativa parece extremamente alta e o estudo foi feito em condições 

edafoclimáticas muito diferente daquelas nas áreas dedicadas a soja no Brasil, se faz 

necessário conduzir estudos de validação desta técnica e aplicar na cultura de soja em 

condições de campo no Brasil.  

Na técnica desenvolvida por Russel e Fillery (1996), é necessário enriquecer o N 

na planta com o isótopo 15N. Várias técnicas foram testadas por estes autores e outros 

(McNEILL et al., 1997; KHAN et al., 2002a) incluindo a absorção de ureia altamente 

marcada com 15N por folhas cortadas da planta (“leaf-flap feeding”) ou por pecíolos 

cortados ou por absorção via barbante de algodão (“cotton wicks”) inserido num furo no 

caule da leguminosa. Wichern et al. (2008) discutiram as vantagens e desvantagens 

destas e outras técnicas e concluíram que provavelmente a técnica de alimentar folhas 

cortadas com ureia marcada com 15N seja a mais conveniente. 

 Para aplicar a técnica é necessário marcar as plantas de 25 a 40 dias após o 

plantio e fazer uma colheita quase no final do ciclo de crescimento. A suposição feita é 

que o enriquecimento de 15N do N nas raízes finas representa a marcação de 15N do N 

perdido pela planta ao solo. Para calcular o N total derivado da planta depositado no 

solo (N derivado das raízes não recuperável - ‘NRNR’) o total do 15N em excesso 

(15Nsolo) que é calculado a partir da massa seca, concentração de N e o enriquecimento 

de 15N do solo (o enriquecimento de 15N acima do valor da abundância natural no solo 

em um tratamento controle – plantas não marcadas com 15N). Utilizando este valor 

como referência, o NRNR é obtido da seguinte relação: 

 

      NRNR= 15Nsolo/ 15NRR-N/g 

 

Onde: 

 15NRR-N/g  é a quantidade de 15N em excesso em cada grama de N das raízes recuperadas 

(derivado direto da %15N em excesso [ou abundância de 15N em ‰] do N das raízes 

finas). Esta técnica é baseada nas suposições que: I. a relação isotópica do N no solo 

derivado das raízes é igual à mesma relação nas raízes, II. a relação isotópica do N das 

raízes é constante com o tempo e III. na distribuição espacial (JANZEN and 

BRUINSMA, 1989; SAWATSKY & SOPER, 1991; JENSEN, 1996). A validez destas 

suposições e outras foram considerados em detalhes no estudo de Gasser et al. (2015), 

mas a leguminosa estudada por estes autores foi a forrageira perene, trevo (Trifolium 

pratense).  

Em estudos preliminares com a soja há alguns anos (PAREDES et al., 2008), o 

grupo de Ciclagem de nutrientes na Embrapa-Agrobiologia descobriu que o 

enriquecimento de 15N de raízes secundárias e finas mudou com o tempo e também, de 

acordo com os resultados de Gasser et al. (2015), houve um enriquecimento do solo 

com 15N num curto período de tempo logo depois a marcação de folhas com 15N e, 

subsequentemente, somente menores aumentos. Este último resultado sugere que a 

aplicação da ureia marcada está provocando rápida exsudação de N marcado, e as altas 

quantidades de NRNR estimadas pode ser em grande parte um artefato desta aplicação 

da ureia na folha.  
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Este estudo teve como objetivo geral usar a técnica isotópica (marcação das 

folhas com 15N) para estimar o N total depositado no solo pelo sistema radicular da soja; 

e como objetivos específicos:  

a) Avaliar a distribuição do isótopo 15N em partes da planta ao longo do tempo 

após marcação foliar; 

b) Avaliar a distribuição do isótopo 15N em diferentes frações do sistema radicular 

da soja e sua variação ao longo do tempo, após a marcação da planta através 

das folhas; 

c) Quantificar o total de N contido nas raízes, incluindo as não recuperadas, pelo 

método peneiramento e a participação do N solúvel nas estimativas de 

acumulação de N pelo sistema radicular da soja, usando 15N;  

d) Avaliar a contribuição dos exsudados das folhas sobre a estimativa do total de 

N acumulado no sistema radicular da soja, através do emprego da técnica 

isotópica com 15N. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Características Gerais da Cultura da Soja 
A soja tem uma grande diversidade genética e fenotípica, isso se deve ao grande 

número de cultivares existentes, provenientes de muito investimento em pesquisa, 

buscando aumentar a produtividade da cultura e a resistência da planta a pragas e 

doenças. Diversos programas de melhoramento são voltados para a cultura da soja. Com 

isso, a soja hoje é uma das culturas mais estudadas no país, sendo ainda a mais 

cultivada. 

A fenologia das plantas está relacionada às fases de desenvolvimento, e permite 

compreender a relação entre as características fenotípicas e fisiológicas da planta. 

As fases de desenvolvimento das plantas de soja podem ser divididas em duas, a 

vegetativa, que compreende o período da semeadura até o florescimento e a fase 

reprodutiva, que vai do florescimento até a colheita (BERGAMIN et al, 1999). O início 

do ciclo da cultura é com a emergência da plântula, e o seu ciclo é finalizado com o 

amadurecimento das vagens. O ciclo das cultivares indicadas para o cultivo no Brasil 

varia entre 90 a 148 dias, e são controlados por condições edafoclimáticas e pelo 

genótipo das cultivares (PEIXOTO, 2000), embora hoje haja preferência por cultivares 

de ciclo mais curto. 

 

2.2 Características Fenotípicas das Plantas de Soja 
As cultivares de soja apresentam características genéticas variadas. Com isso as 

características fenotípicas também irão variar, já que é em função do genótipo da planta.  

As diferentes cultivares podem apresentar flores brancas ou roxas; cor da 

pubescência variando entre cinza, marrom, marrom-claro e marrom médio; cor do hilo 

varia em preto, marrom e marrom-claro; altura da planta variando de 30 a 200 cm, sendo 

a altura ideal entre 60 a 110 cm. As cultivares de soja apresentam hábitos de crescimento 

determinado, semideterminado e indeterminado. A grande maioria das cultivares 

brasileiras de soja apresentam o tipo de crescimento determinado, que é caracterizado 

por possuir racemos florais terminais com crescimento vegetativo que quase cessa após 

o florescimento, aumentando muito pouco em altura (NOGUEIRA et al., 2009). Nos 

últimos anos o cultivo de cultivares de soja com crescimento indeterminado tem 

aumentado significativamente. Este tipo de cultivares, caracteriza-se por não apresentar 

racemo floral terminal, sendo que nestas a gema apical mantém o crescimento 

vegetativo após início do florescimento, com isso continuam a incrementar altura até o 

final do florescimento. Poucas cultivares comerciais apresentam o tipo de hábito de 

crescimento semideterminado (SD), que se caracteriza por possuir racemo floral 

terminal, atingindo 70% da altura final ao florescer (NOGUEIRA et al., 2009).  

 

2.3 Fases Fenológicas da Planta de Soja 
As fases de desenvolvimento são divididas em vegetativas e reprodutivas. O 

período vegetativo é compreendido pelo desenvolvimento das folhas, dos ramos, dos 

nós do caule e das gemas. É nesse período que ocorre o desenvolvimento do aparato 

fotossintético, o período reprodutivo, compreende o florescimento, desenvolvimento das 

vagens, enchimento de grãos e maturação (SEDIYAMA, 2009). 

A metodologia de descrição dos estádios de desenvolvimento da planta de soja 

universalmente aplicado é a proposta por Feshr & Caviness (1977), esta divide o 

desenvolvimento da planta em duas fases: vegetativa (V) e reprodutiva (R) (Tabela 1). 

Na fase vegetativa, considera-se como primeiro nó aquele das folhas 

unifolioladas (V1). Os demais nós, são contados logo depois de se desenrolar sua folha 
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trifoliolada completamente (V2, V3, V4...Vn). O estádio de emergência (VE) e estádio 

de cotilédone (VC) antecedem o estádio V1, respectivamente. 

Os estádios reprodutivos são divididos em quatro fases distintas, são elas: o 

florescimento (R1 e R2), desenvolvimento da vagem (R3 e R4), desenvolvimento do 

grão (R5 e R6) e maturação da planta (R7 e R8). 
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Tabela 1. Descrição dos estádios vegetativos e reprodutivos da soja. 

Estádio Denominação Descrição 

VE Emergência Cotilédones acima da superfície do solo. 
   

VC Cotilédone Cotilédones completamente abertos. 
   

V1 Primeiro nó Folha unifoliadas completamente desenvolvidas. 
   

V2 Segundo nó Primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida. 
   

V3 Terceiro nó Segunda folha trifoliolada completamente desenvolvida. 
   

V4 Quarto nó Terceira folha trifoliolada completamente desenvolvida. 
   

V5 Quinto nó Quarta folha trifoliolada completamente desenvolvida. 
   

V6 Sexto nó Quinta folha trifoliolada completamente desenvolvida. 
   

Vn Enésimo nó Ante-enésima folha trifoliolada completamente desenvolvida. 
   

R1 Início do florescimento Uma flor aberta em qualquer nó. 
   

R2 Florescimento pleno Uma flor aberta num dos dois últimos nós do caule, com folha completamente desenvolvida. 
   

R3 Início formação de vagem Vagem com 5mm de comprimento num dos quatro últimos nós do caule com folha completamente desenvolvida. 
   

R4 Vagem completamente desenvolvida Vagem com 2,0 cm de comprimento num dos quatro últimos nós do caule, com folha completamente desenvolvida. 
   

R5 Início enchimento do grão Grão com 3 mm de comprimento em vagem, num dos quatro últimos nós do caule, com folha completamente desenvolvida. 
   

R6 Grão cheio Vagem contendo semente verde que preencha a sua cavidade de um dos quatro últimos nós do caule, com folha completamente desenvolvida. 
   

R7 Início da maturação Uma vagem normal no caule com coloração de madura. 
   

R8 Maturação completa 95% das vagens com coloração de madura. 

Fonte: FEHR & CAVINESS (1977).
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Ritchie et al. (1977) propôs a subdivisão do estádio R5, em 5 sub estádios, como 

pode ser visto na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Descrição da subdivisão do estádio R5 da soja. 

Estádio Descrição 

R5.1 Granação de 10% (grãos perceptíveis ao tato) 

R5.2 Granação de 11 – 25% 

R5.3 Granação de 26 – 50% 

R5.4 Granação de 51 – 75%  

R5.5 Granação de 76 – 100% 

Fonte: RITCHIE et al. (1977). 

 

O ciclo da cultura inicia-se com a emergência da plântula e completa seu ciclo 

com a maturação das vagens, com uma variação de aproximadamente 70 a 200 dias, 

podendo ser super-precoce (90 a 110 dias), precoces (até 115 dias), médios (125 a 135 

dias) e tardios (acima de 135 dias) (SEDIYAMA, 2009). A maioria das cultivares 

adaptadas às condições do Brasil apresenta um ciclo em torno de 90 a 150 dias 

(SEDIYAMA, 2009). A duração das fases e do ciclo de desenvolvimento é controlada 

pelas condições edafoclimáticas (KANTOLIC, 2008), e varia com o genótipo 

(SETIYONO et al., 2007).  

 

2.4 Influência do Fotoperíodo e da Temperatura no Ciclo da Planta de 

Soja 
Os fatores abióticos que mais influenciam o desenvolvimento e a adaptação das 

diferentes cultivares de soja a determinadas regiões, são: água, temperatura e 

fotoperíodo. Dentre esses fatores, deve-se destacar o fotoperíodo, já que a planta de soja 

é sensível ao mesmo. O fotoperíodo crítico, irá variar de acordo com a cultivar, se este 

período estiver acima, a planta continuará vegetando, atrasando assim o florescimento, 

por esta razão a soja é considera planta de dias curtos (FARIAS et al., 2007). Devido à 

sensibilidade da soja ao fotoperíodo, a adaptabilidade de cada cultivar varia à medida 

que se desloca o seu cultivo em direção ao sul ou ao norte, ou seja, quando varia a 

latitude (CARNEIRO et al., 2014). Para que a soja pudesse ser produzida em diferentes 

regiões do país, como no centro-oeste brasileiro, foram desenvolvidas cultivares de 

período juvenil longo, permitindo que elas só floresçam quando já tiverem um bom 

crescimento vegetativo (HARADA, 2006; CORREIA, 2008).  

 A exigência por um determinado fotoperíodo pode ser modificada pela 

temperatura, principalmente noturna. As baixas temperaturas retardam o florescimento, 

possivelmente interferindo no fotoperíodo. Devido a isso, uma mesma cultivar pode ter 

ciclo vegetativo variável de ano para ano no mesmo local, na mesma latitude. Exemplo 

disso, é um estudo desenvolvido em Passo Fundo, onde plantou-se uma cultivar de soja 

de ciclo médio, em cinco épocas diferentes, entre os meses de setembro a janeiro, em 

dois anos. No primeiro ano, nas cinco épocas de plantio, o período da emergência ao 

pleno florescimento foi mais longo, quando comparado ao segundo ano de cultivo, que 

nas cinco épocas de plantio apresentou uma redução no número de dias nessa fase (da 

emergência ao pleno florescimento) (MUNDSTOK & THOMAS, 2005). As diferenças 

de data de floração entre cultivares, numa mesma época de semeadura e na mesma 

latitude, são devido às variações de temperatura ou umidade. A precocidade no 

florescimento poderá ocorrer, devido a temperaturas mais elevadas, podendo acarretar 
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diminuição na altura de planta. Podendo ainda se agravar, se simultaneamente houver 

déficit hídrico e/ou fotoperiódica durante a fase de crescimento (EMBRAPA, 2013). 

 

2.5 Grupo de Maturidade Relativa (GMR) 
A classificação das cultivares de soja é feita por grupos de maturação, devido ao 

fotoperíodo, as cultivares são recomendadas para determinadas faixas de latitude. O 

sistema de classificação de soja por grupos de maturação varia de 0 a 10, ou seja, isso 

significa que quanto maior é o seu número, mais próximo da linha do Equador é sua 

região de adaptação, sendo no Brasil os grupos indicados com variação de 5.0 a 10 

(PENARIOL, 2000). Por exemplo, uma cultivar de GMR 7.8 tem um ciclo maior que 

uma 7.6. De maneira geral, para cada aumento de número depois do ponto teremos de 

1,5 a 2 dias a mais de ciclo. Cada grupo de maturação se ajusta melhor em determinada 

faixa de latitude, em função de sua resposta ao fotoperíodo, variando de acordo com a 

quantidade de horas de luz a que é exposta (CARNEIRO et al., 2014). Quanto menor a 

quantidade de luz que a planta de soja recebe, mais rapidamente entrará na fase 

reprodutiva, seu ciclo é encurtando e a altura das plantas é reduzida (HALL, 2001).  

Existem algumas exceções, as cultivares de hábito de crescimento 

indeterminado, possuem uma grande amplitude de cultivo, já que ao mesmo tempo 

apresentam fase vegetativa e reprodutiva, com isso gerando plantas maiores, um 

exemplo são as cultivares que podem ser plantadas do Rio Grande do Sul até Goiás 

(EMBRAPA, 2000). Já as cultivares de hábito de crescimento determinado têm suas 

regiões de adaptação mais restritas, para contornar essa situação, utiliza- se cultivares 

com período juvenil mais longo, alongando sua fase vegetativa, gerando plantas maiores 

e garantindo produtividades maiores (COBER, 2011). 

 

2.6 Indicação de Cultivares por Regiões Edafoclimáticas 
No Brasil, existem ecossistemas diversos, com diferentes tipos de solo e clima, 

considerando esses fatores, foi desenvolvida pela Embrapa a regionalização de 

indicação de cultivares de soja. O Brasil foi dividido em cinco macrorregiões sojícolas 

(MRS) e 20 regiões edafoclimáticas (REC) (Tabela 3) diferentes, para pesquisa e 

indicação de cultivares (CARNEIRO et al, 2014). Isso se torna importante, porque o 

ciclo da planta de soja é influenciado pelas condições edafoclimáticas, e com o uso da 

cultivar adequada a região produtora, obtém-se a capacidade máxima de produção. 
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Tabela 3. Relação das macrorregiões, regiões fisiográficas e regiões edafoclimáticas de 

adaptabilidade das cultivares de soja.  

Macrorregião sojícola Região edafoclimática UF Região fisiográfica 

  Região 101 RS Campanha 

  RS Depressão central 

  RS Baixo Vale do Uruguai 

  RS Litoral 

  RS Serra do Sudeste 

  RS Missões 

  RS Planalto Médio 

  RS Alto Vale do Uruguai-Leste 

Macrorregião 1 Região 102 RS Alto Vale do Uruguai-Oeste 

  SC Oeste 

SUL  SC Meio-Oeste 

  SC Nordeste 

  PR Sudeste 

  RS Serra do Nordeste 

 Região 103  RS Planalto Superior 

  SC Centro-Norte 

  SC Serra-Geral 

  PR Centro-Sul 

 Região 104 SP Sul 

    SC Litoral e vale do Itajaí 

  Região 201 PR Oeste 

  PR Norte 

  SP Médio Paranapanema 

Macrorregião 2  PR Noroeste 

 Região 202 SP Sudeste 

CENTRO-SUL  MS Sul 

 Região 203 SP Centro-Sul 

  SP Oeste 

 Região 204 MS Centro-Sul 

    MS Sudeste 

 Região 301  MS Centro-Norte 

  GO Sudeste 

  SP Norte 

Macrorregião 3 Região 302 MG Vale do Rio Grande do  

  GO Sul 

SUDESTE Região 303 MG Triângulo e Alto Paraíba 

  GO Sudeste 

  MG Noroeste 

 Região 304 GO Leste 

  DF  --- 

  Região 401 GO Centro 

  MT Sul 

Macrorregião 4 Região 402 MT Centro - Norte e Oeste 
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  RO Sul  

CENTRO-OESTE Região 403 MT Leste 

 Região 404 GO Norte 

  TO Sul (Gurupí) 

  Região 405 BA Oeste 

 Região 501  PI Sudoeste 

  MA Sul 

Macrorregião 5  TO Centro-Norte (Pedro Afonso) 

  PA Sudeste (Redenção) 

NORTE E NORDESTE Região 502 MA Nordeste (Paragominas) 

  PA Oeste (Santarém) 

  Região 503 RR Cerrado 

Fonte: KASTER & FARIAS (2011). 

 

Há variações no ciclo da cultura (número de dias) usando uma mesma cultivar, 

produzida na mesma macrorregião ou macrorregiões diferentes, isso mostra que os 

fatores ambientais têm influência direta no ciclo da cultura. Um exemplo é a cultivar 

BRS 257, é indicada para macrorregião 1 e 2 (M1 e M2), e dentro da macrorregião (M1 

e/ou M2), apresentam ciclos diferentes, sendo influenciado pela altitude local (altitude 

até 500m, ciclo de 114-120 dias; altitude 500-700m, ciclo de 122-128; acima de 700m 

dias, ciclo de 130-140 dias) ou seja, a temperatura é influenciada pela altitude, que por 

consequência interfere no ciclo de desenvolvimento da planta (CAVASSIM, 2014). O 

aumento da altitude ocasiona diminuição da temperatura, o que favorece o 

desenvolvimento mais lento da soja, com isso aumentando o ciclo da cultura. 

A medida que vai mudando a macrorregião, o GMR aumenta, comparando a 

cultivar BRS 257 indicada para a M1 (Sul) e M2 (Centro-sul), com a cultivar BRS 

Carnaúba indicada para a M5 (Norte e Nordeste), verifica-se valores de GMR de 6,5 e 

9.6 respectivamente. Essa variação ocorre em função da sensibilidade da soja ao 

fotoperíodo. A adaptabilidade de cada cultivar irá variar à medida que seu cultivo se 

desloca em direção ao sul ou ao norte, ou seja, quando há variação na latitude (FARIAS, 

2011). Logo, cada cultivar tem uma faixa limitada de adaptação em função do seu grupo 

de maturidade.  

Pelo exposto, observa-se que para a cultura da soja, questões referentes a 

fenologia da planta, ao ciclo da cultura e as cultivares são bastante consolidadas. Ano 

após ano há inovações e tecnologias de ponta voltada para a cultura. Cultivares são 

lançadas a cada ano, e nessas a grande maioria das informações são consistentes, o 

comportamento em cada região do país, o ciclo da planta, fases de desenvolvimento, a 

influência do fotoperíodo e temperatura. Isso ocorre porque a soja é uma das culturas 

mais importantes no país, ocupando o segundo lugar de maior produtor mundial do 

grão. Com isso há grande investimento em pesquisas referentes à cultura. 

 

2.7 Fixação Biológica de Nitrogênio  
O nitrogênio (N) é o elemento mais abundante na atmosfera, forma quase 80% da 

atmosfera, encontrando-se na forma gasosa de N2, que as plantas não são capazes de 

assimilar de forma direta, sendo o elemento mais importante para obter elevadas 

produtividades na agricultura tropical. Nos sistemas terrestres, é o elemento químico 

mais limitante para o crescimento vegetal (VITOUSEK & FARRINGTON, 1997). As 

plantas requerem N em quantidade superior a qualquer outro nutriente, e a 
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disponibilidade deste nutriente geralmente limita a produtividade das plantas em muitos 

ecossistemas naturais e agrícolas (EPSTEIN e BLOOM, 2005). 

O N é um elemento essencial junto com H, O e C dos aminoácidos, amidas, 

proteínas, ácidos nucleicos, nucleotídeos e coenzimas (TAIZ E ZIEGER, 2017; 

FAGAN et al., 2007), por isso, a deficiência de N rapidamente inibe o crescimento 

vegetal. Por ser um nutriente essencial, o seu balanço interfere na formação das raízes, 

no processo de fotossíntese, na produção, na translocação de fotoassimilados e na taxa 

de crescimento entre folhas e raízes, sendo que primeiramente afeta o crescimento foliar 

(RYLE et al., 1979; TAIZ & ZIEGER, 2004). Na falta desse nutriente, ocorrerá a 

diminuição do crescimento das plantas e haverá a redução da produtividade da cultura. 

O fornecimento do N para as plantas ocorre de maneiras diferentes, isso varia com a 

espécie da planta. Este macronutriente pode ser absorvido na forma de amônio (NH4
+), 

de nitrato (NO3
-) ou do N2 atmosférico através do processo da fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) (FAGAN et al., 2007) sendo o mais importante processo conhecido na 

natureza e realizado por micro-organismos procariotos (bactérias diazotróficas). A 

primeira publicação sobre a capacidade das bactérias fixarem N2 atmosférico foi descrita 

em 1888 (REIS et al., 2006).  

Os tipos de FBN são: associações simbióticas e interações associativas. Nas 

associações simbióticas, há formação de uma estrutura especializada, que é o nódulo, 

onde bactérias do grupo de rizóbio que inclui, entre muitos outros, os gêneros 

Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium convertem o N2 atmosférico em amônia, 

que é incorporada em diversas formas de N orgânico para a utilização por plantas da 

família das leguminosas (ARAÚJO et al., 2006). Um caso típico desta associação é a 

simbiose entre as plantas de soja e bactérias do gênero Bradyrhizobium. As associações 

simbióticas contribuem em média com 40 a 180 ha-1 ano-1 e alguns exemplos podem ser 

vistos na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Contribuição da FBN em leguminosas de grão. 

       Cultura/Espécie FBN (kg ha-1 ano-1) 

Alfafa (Medicago sativa L) 80-250 

Amendoim (Arachis hypogaea) 33-297 

Caupi (Vigna unguiculata L.) 73-240 

Ervilha (Pisum sativum) 7-244 

Feijão (Phaseolus vulgaris L.) 30-50 

Feijão-Mungo (Vigna radiata) 55 

Guandu (Cajanus cajan) 7-235 

Lentilha (Lens culinaris) 35-192 

Soja (Glycine max) 17-450 

Tremoço (Lupinus albus) 50-100 

Trevo (Trifolium pratense L.) 22-150 

Fonte: REIS et al. (2006). 
 

As associações feitas através de interações associativas (não formam nódulos), 

realizadas tanto pelas bactérias que entram nos interstícios celulares (endofíticas) e as 

bactérias de vida livre, que vivem na rizosfera da planta e produzem uma série de 

benefícios na FBN (REIS et al., 2006).  

Existem três grupos de bactérias que fazem essas associações simbióticas, que 

formam estruturas especializadas no processo da FBN, os nódulos. As bactérias que 
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fazem associações simbióticas são: Rizóbios (protobactérias) são os mais conhecidos, 

actinomicetos são bactérias filamentosas e as cianobactérias que são conhecidas como 

algas azuis, porém não são algas, são bactérias com habilidade de fixar N2 (REIS et al., 

2006). 

Essas bactérias são mais eficientes no processo de FBN, o que ocorre porque as 

bactérias que formam nódulos controlam melhor o O2 que pode desnaturar a enzima 

nitrogenase, que é a enzima responsável pelo processo de FBN e é sensível a presença 

de O2 (MYLONA et al., 1995). Desta forma, em condição onde se tem a proteção da 

enzima do O2, torna a atividade dessa enzima mais eficiente, possibilitando maior 

eficiência na FBN. 

A nitrogenase tem a função de reduzir o N molecular (N2) em uma forma mais 

reduzida amônia (NH3). O NH3 é volátil, entretanto em sistemas biológicos, em pH da 

célula, essa amônia rapidamente se converte a amônio (NH4
+), e este pode ser utilizado 

pela planta (TAIZ & ZIEGER, 2004). A estrutura da nitrogenase é basicamente formada 

por duas unidades proteicas, pelo complexo Ferro-proteína (Fe-proteína) e Molibdênio-

Ferro-proteína (MoFe proteína) (TAÍZ & ZIEGER, 2004), além da ferredoxina que doa 

elétrons para permitir a conversão do N2 (nitrogênio elementar) em NH3 (amônia). 

Portanto, a planta tem uma dependência pelo Fe e Mo para o seu adequado 

funcionamento (Figura 1) (LONG et al., 2015). 

A leg-hemoglobina que regula o fluxo do O2 entre a nitrogenase e o bacteroide no 

nódulo é também constituída pelo Fe e expressa-se através da cor rósea do nódulo ativo 

(Figura 2) (LONG et al., 2015).  

 

 
Figura 1. Estrutura do complexo MoFe e Fe proteína da nitrogenase e fluxo de elétrons 

entre as duas enzimas (LONG et al., 2015). 
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Figura 2. Coloração interna rósea de um nódulo ativo, pela presença da leg-

hemoglobina. 

 

Em se tratando do processo de FBN, lembra-se imediatamente de plantas da família 

das leguminosas, principalmente a soja. Isso se deve, porque o maior sucesso da 

tecnologia de uso de bactérias fixadoras de N2 como inoculante é a cultura da soja, para 

qual não se recomenda a adubação nitrogenada no Brasil (REIS et al., 2006).  

 

2.8 Contribuições da FBN Para a Cultura da Soja 
A FBN na cultura da soja no Brasil é um dos exemplos de maior sucesso, uma 

vez que a utilização de inoculantes com Bradyrhizobium spp. supre toda a demanda da 

planta pelo N, e ainda proporciona uma grande economia. Na safra 2015/16, se toda a 

produção de soja do país, em 35 milhões de hectares, fosse produzida com adubação 

nitrogenada, a FBN nesta cultura daria ao país uma economia de N-fertilizante 

equivalente a US$ 15 bilhões em fertilizantes nitrogenados para os 35 milhões de 

hectares cultivado. 

Para uma produção de 2.400 kg ha-1 de grãos de soja seriam necessários 

aproximadamente 200 kg de N ha-1 (HUNGRIA et al., 1997). Esta exigência de N pode 

ser suprida pelo processo de FBN. Isso é possível devido ao melhoramento genético da 

cultura da soja, associado à seleção de estirpes eficientes para a cultura, com isso 

garantindo a independência das plantas da soja em relação à adubação com N mineral 

(ALVES et al., 2003). 

De acordo com Freire & Vernetti (1999) as estirpes de Bradyrhizobium 

recomendadas para a produção de inoculantes para soja no Brasil são oriundas da 

coleção SEMIA (seção de microbiologia agrícola) mantida pela organização FEPAGRO 

do Rio Grande do Sul, sendo elas a SEMIA 587 e 5019 (29 W), ambas pertencentes a 

espécie dos Bradyrhizobium elkanii, sendo posteriormente incluídas as estirpes SEMIA 

5079 (CPAC 15) Bradyrhizobium japonicum e a SEMIA 5080 (CPAC 7) 
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Bradyrhizobium diazoefficiens (DELAMUTA et al., 2013), sendo esta última 

reclassificada recentemente, anteriormente classificada como Bradyrhizobium 

japonicum. 

Segundo Alves et al. (2006) a FBN na cultura da soja, com inoculação de rizóbio 

e sob plantio direto, proporcionou entre 83 e 88% N total acumulado e balanço positivo 

de N para o sistema, resultados semelhantes foram obtidos utilizando a técnica de 

abundância de ureídos por Hungria et al. (2006a). Em estudo feito por Macedo (2003) 

foram realizadas estimativas da FBN para lavouras de soja em sistemas de plantio 

direto, no noroeste do estado do Paraná, onde o N total acumulado variou de 60 a 

99,8%. Para Pavanelli & Araújo (2009), a inoculação da soja cultivada nos solos sob 

cultivo de pastagens e culturas anuais, oriundos de sete municípios da região oeste 

paulista, apresentou incrementos de nodulação e fixação de N. De acordo com Smith & 

Hume (1987) (apud FAGAN et al, 2007) a associação do Bradyrhizobium japonicum 

com a soja pode resultar numa fixação de nitrogênio de até 103 kg ha-1 de N. Na 

Argentina a soja inoculada com a estirpe E109, alcançou 6000 kg ha-1 (HUNGRIA et 

al., 2006a), e em Londrina-PR, soja inoculada renderam 5890 kg ha-1 (ZOTARELLI, 

2000). Ainda no Brasil, um levantamento de estudos utilizando diluição isotópica 15N, 

abundância natural 15N, balanço de N e a técnica de abundância de ureídos indicaram 

que o N derivado da FBN variou de 69 a 94%, com as taxas estimadas atingindo 300 kg 

ha-1 de N (HUNGRIA et al., 2005). As contribuições da FBN podem ser 

consideravelmente mais elevadas, como o N na raiz não foi considerado nestes estudos, 

se foram utilizados o valores de 30 a 35% do total do N na planta propostos por Peoples 

e Herridge (2000) e Khan et al. (2002). 

A eficiência do processo de FBN depende de vários fatores relacionados às 

plantas da soja e às bactérias. Condições físico-químicas do solo, como acidez, 

temperatura, umidade e a presença de teores adequados de nutrientes também 

influenciam na eficiência da FBN (AMADO et al, 2010). Dessa forma, é de grande 

importância entendermos o processo de FBN e os fatores que o controlam, pois com 

esses conhecimentos é possível adequar o manejo da planta, visando aumentar a 

eficiência de utilização de N e incrementar a produtividade da cultura, o que é de 

grande interesse. 

 

2.9 Quantificação da Fixação Biológica de Nitrogênio em Leguminosas 
Em torno de 95% do N, que se encontra no solo, está relacionado à matéria 

orgânica mineralizada no solo durante o ciclo das culturas, podendo, o NH4
+ liberado, 

ser absorvido pelas plantas. Como o N é um dos nutrientes mais limitantes da maioria 

dos cultivos, ao se depender apenas do processo da mineralização da matéria orgânica 

do solo, pode não se atingir a suficiência deste nutriente em plantas, especialmente em 

cultivos em solos com baixa disponibilidade da matéria orgânica (CAMARGO et al., 

1999). Os processos da mineralização da matéria orgânica e o da fixação biológica do N 

atmosférico (FBN), através do cultivo de leguminosas, já forneciam o N para os 

sistemas de cultivos tradicionais, bem antes da produção de adubos nitrogenados 

minerais (GLIESSMAN, 2000).  

Quantificar o processo da FBN é de suma importância, assim pode-se avaliar a 

real contribuição da FBN na ciclagem de N nos sistemas agrícolas, ainda sendo este 

processo uma fonte renovável de N para os cultivos, isto favorece sistemas de produção 

mais sustentáveis e mais econômicos (BODDEY et al., 1997; HUNGRIA & VARGAS, 

2000).  
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Existem várias técnicas para avaliar a contribuição da FBN nas plantas, dentre 

elas temos: redução de acetileno (BURRIS, 1975), diferença de N total (BODDEY, 

1987), balanço de N-total, (BODDEY, 1987; URQUIAGA et al., 1992), abundância 

natural de ureídos (HERRIDGE & PEOPLES, 1990; ALVES et al., 1996) e as técnicas 

isotópicas baseadas no uso do 15N.  

 

2.10 Técnicas Isotópicas 
Isótopos são átomos de um mesmo elemento químico que apresentam mesmo 

número de prótons (mesmo número atômico), mas diferenciam-se pelo número de 

massa (A = prótons + nêutrons). São ditos estáveis, por não emitirem radiação, ou seja, 

não alteram sua massa ao longo de sua existência (MARTINELLI et al., 2009). Os 

isótopos estáveis de grande interesse são: Carbono, Hidrogênio, Oxigênio, Nitrogênio e 

Enxofre, os quais ocorrem naturalmente na atmosfera. Os isótopos mais leves, com 

menor massa atômica são 12C, 1H, 16O, 14N, 32S, são mais abundantes, enquanto que os 

isótopos que possuem massa atômica maior 13C, 2H, 17O, 18O, 15N, 33S, 34S são mais 

raros (DUCATTI, 2007).  

O uso de 15N, baseia-se no fato que na natureza existem dois isótopos estáveis de 

N, um de peso atômico 14 e o outro de peso atômico 15. O N do ar é composto por 

99,6337 átomos de 14N e 0,3663% por átomos de 15N (JUNK E SVEC, 1958), sendo 

essa proporção denominada abundância natural de 15N. Compostos nitrogenados com 

proporções superiores a da abundância natural podem ser produzidos e estão 

comercialmente disponíveis. 

As técnicas que baseiam-se no uso de isótopos de N, são bastante eficientes no 

estudo da FBN nos sistemas agrícolas (PEOPLES et al., 1997). Dentre essas técnicas 

cita-se: N2 marcado com 15N (MEEKS et al., 1978), diluição isotópica de 15N (VALLIS 

et al., 1967; BODDEY et al., 1994) e abundância natural de 15N (SHEARER & KOHL, 

1986; BODDEY, 1987).  

 

2.11 Técnica de 15N2  
Utilizando o isótopo de 15N, é possível marcar compostos ou mesmo utilizar 15N2 

para quantificar a contribuição da FBN para as plantas. A técnica baseia-se no 

crescimento da planta numa atmosfera fechada contendo N2 enriquecido com 15N. É 

necessário que o enriquecimento do 15N2 utilizado seja suficiente para promover um 

enriquecimento significativo de 15N do N da planta, acima das variações de abundância 

natural (BODDEY et al., 1994). Um fator limitante para a aplicação desta técnica é a 

necessidade de se controlar vazamentos de gás nas câmaras de incubação. Outro fator 

limitante no uso da técnica é a manutenção de uma atmosfera normal para as plantas, 

controlando-se O2, CO2, transpiração, intensidade de luz, temperatura, visando manter o 

metabolismo normal da planta (RESENDE et al., 2003). Problemas como perdas de 

gases e períodos curtos de incubação em atmosfera controlada inibem a quantificação da 

FBN de maneira global, principalmente tratando-se de um processo que varia com as 

condições ambientais e o período de crescimento (REIS et al., 2006). Se a contribuição 

for muito pequena no período de incubação, erros derivados de variações na aplicação 

da técnica podem ocasionar valores de acúmulo de 15N2 menores que os da planta-

controle (MORRIS et al., 1995). A necessidade de se obter marcações altas nas plantas 

em períodos relativamente curtos de tempo implica em manter uma atmosfera com alto 

enriquecimento em 15N2, que aliada aos elevados custos dos compostos enriquecidos, 

tornam os ensaios com 15N2 extremamente caros (RESENDE et al., 2003). 
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A técnica de 15N2 praticamente não se aplica para avaliar interações simbióticas, 

efeitos do manejo ou fatores edafoclimáticos nas contribuições da FBN as leguminosas, 

especialmente em condições de campo (BODDEY et al., 1994). 

 

2.12 Diluição Isotópica 
Atualmente a técnica disponível mais aceita para quantificar a FBN numa 

determinada cultura agrícola é a diluição isotópica de 15N (BODDEY & URQUIAGA, 

1992). Esta técnica permite quantificar a contribuição da FBN em todo o ciclo da 

cultura, e se avaliar o N fixado que foi incorporado na planta. Desta forma a técnica 

pode medir o benefício da FBN durante o desenvolvimento das plantas (PEOPLES et 

al., 1989).  

Para o uso da técnica de diluição isotópica, utiliza-se compostos nitrogenados, 

em que parte do teor de N disponível esteja na forma de 15N, adicionado na forma de 

fertilizante ao solo para ser absorvido pelas plantas. Plantas que não se beneficiam do 

processo de FBN e que só obtém nitrogênio do solo que foi marcado, terão um 

enriquecimento em 15N igual ao deste solo. De outra forma, plantas que obtenham além 

do N marcado proveniente do solo, N do ar, sofrem uma diluição no seu enriquecimento 

em 15N (RESENDE et al., 2003). Uma vez que a planta absorve este isótopo juntamente 

com o 14N, pode-se discriminar essa absorção utilizando um espectrômetro de massa 

com sensibilidade suficiente para quantificar o 15N nas amostras de tecidos vegetais e 

subtrair da abundância natural (McAULIFFE et al., 1958). Quanto maior a diluição, 

maior será a quantidade de N do ar incorporado a planta, logo maior a contribuição da 

FBN. 

Para a quantificação da contribuição de FBN na planta, depende da comparação 

com uma planta-controle que se deve escolher ou através da análise do enriquecimento 

de 15N do N mineral.  

As plantas-controle não podem fixar N2, ou seja, todo o N absorvido pela planta 

virá do conteúdo disponível no solo. Ainda devem possuir taxa de crescimento 

semelhante à da planta teste, e ter um sistema radicular que explore as mesmas camadas 

de solo que a planta teste (REIS, et al., 2006). No caso de leguminosas, utilizar planta-

controle da mesma espécie botânica da planta teste, porém de variedades não 

nodulantes, são mais apropriadas.  

A premissa de que as plantas controle precisam ter o sistema radicular que 

explore as mesmas camadas de solo que a planta teste, se deve ao fato de que, ao se 

adicionar fertilizante marcado com 15N, a disponibilidade da forma marcada (NH4
+ ou 

NO3
-) geralmente varia de acordo com a profundidade e com o tempo. Se houvesse 

segurança em se afirmar que a marcação em 15N do solo fosse estável em profundidade 

e ao longo do tempo, qualquer planta não-fixadora poderia ser utilizada como 

testemunha (RESENDE, et al., 2003). Entretanto, tal estabilidade é extremamente difícil 

de se obter em condições de campo, devido a dinâmica do nitrogênio no solo. Sendo 

assim, plantas com absorção diferenciadas ao longo do tempo e espaço explorado pelas 

raízes terão uma marcação diferente, gerando um erro na estimativa da contribuição da 

FBN (WITTY, 1983). 

A quantificação (%) da Fixação Biológica de Nitrogênio através da técnica de 

diluição isotópica de 15N é calculada de acordo com a equação: 

 

%𝐅𝐁𝐍 = 𝟏𝟎𝟎 × 
(% á𝐭𝐨𝐦𝐨𝐬𝟏𝟓𝐍 𝐞𝐱𝐜𝐞𝐬𝐬𝐨𝐭𝐞𝐬𝐭𝐞𝐦𝐮𝐧𝐡𝐚 − % á𝐭𝐨𝐦𝐨𝐬 𝟏𝟓𝐍 𝐞𝐱𝐜𝐞𝐬𝐬𝐨𝐭𝐞𝐬𝐭𝐞 )

(% á𝐭𝐨𝐦𝐨𝐬𝟏𝟓𝐍 𝐞𝐱𝐜𝐞𝐬𝐬𝐨𝐭𝐞𝐬𝐭𝐞𝐦𝐮𝐧𝐡𝐚)
 

 

Onde:  
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átomos% em excesso = átomos % 15N total - 0,3663 %. 

Apesar da técnica que utiliza N2 enriquecido com 15N ser a única prova direta da 

contribuição da FBN para as culturas, considera-se que a técnicas mais adequada para 

produzir resultados confiáveis em condição de campo são as baseadas na diluição 

isotópica de 15N (BODDEY & URQUIAGA, 1992). A diluição isotópica de 15N produz 

estimativas indiretas, mas são adequadas para estudos em condições de campo. 

 

2.13 Abundância Natural de 15N 
Como o N do solo é levemente enriquecido com o isótopo 15N em comparação 

ao N2 do ar é possível usar este fenômeno para quantificar a FBN (SHEARER & 

KOHL, 1986). Esta forma de aplicar a técnica de diluição é chamada a técnica de 

abundância natural do 15N. Diversos dados na literatura, indicam que existem diferenças 

significativas entre a abundância natural de 15N do solo e a do ar (CHENG et al., 1964; 

BLACK & WARING, 1977; SHEARER et al., 1978; STEELE et al., 1981). Plantas que 

recebem contribuições significativas da FBN acumularão teores de N de duas fontes: 

solo e ar, diluindo essa marcação natural. Estas diferenças se devem a vários processos 

físicos, químicos e biológicos que ocorrem no solo (DEWICHE E STEYN, 1970; 

DOMENACH & CHALAMET, 1977; MARIOTTI et al., 1981; TURNER et al., 1983).  

Com o surgimento de espectrômetro de massas mais sensível, é possível 

diferenciar a taxa de absorção dos isótopos de N entre plantas. Esses equipamentos 

podem comparar simultaneamente, a abundância isotópica da amostra e de um padrão 

(N2 do ar). 

O enriquecimento natural de 15N no N disponível do solo é pequeno, 

normalmente a diferença está na terceira casa decimal da % de átomos de 15N em 

excesso, devido a isso usa-se a unidade de delta () (GUIMARÃES, 2005). O  seria o 

excesso de 15N relacionado à abundância natural de um padrão (ar), multiplicado por 

mil. Assim, usando o ar como padrão, uma unidade delta equivale a 0,0003663 átomos 

% de 15N em excesso. Sendo assim, as plantas que obtém do ar a grande parte do N para 

o seu desenvolvimento teriam 0,0 átomos % de 15N em excesso, ou δ15N bem próximos 

a zero (RESENDE et al., 2003). Diferentemente, as plantas não fixadoras crescendo no 

mesmo solo, teriam valores de 15N mais elevados e próximos aos do solo, já que o N 

necessário para o seu desenvolvimento é derivado do solo. 

A quantificação (%) da FBN através da técnica de abundância natural 15N é 

calculada de acordo com a equação: 

 

%𝐅𝐁𝐍 = 𝟏𝟎𝟎 × 
(

𝟏𝟓𝐍𝐭𝐞𝐬𝐭𝐞𝐦𝐮𝐧𝐡𝐚 − 
𝟏𝟓𝐍𝐭𝐞𝐬𝐭𝐞)

(
𝟏𝟓𝐍𝐭𝐞𝐬𝐭𝐞𝐦𝐮𝐧𝐡𝐚  − 𝑩)

 

 

 

Onde:  

δ15N da planta testemunha = valor de δ15N do solo obtido através de plantas não 

fixadoras, utilizadas como referência;  

 δ15N da planta teste = valor de δ15N da planta fixadora de N2; 

‘B’ = Valor da abundância do 15N na planta quando está totalmente dependente a FBN. 

Como todas as técnicas utilizadas para determinar a contribuição da FBN, esta 

técnica também possui limitações, sendo necessário algumas considerações, tendo como 

premissa básica que as plantas fixadoras e não-fixadoras, crescendo no mesmo solo, 

absorvam nitrogênio do solo com a mesma marcação com 15N (SHEARER & KOHL, 

1986). Isso pode ser contornado usando plantas referência, que apresentem 

desenvolvimento radicular e demanda de N semelhantes à planta testada, já que não 
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existe uma outra técnica para conferir o N derivado do solo absorvido pela leguminosa. 

Outro fator limitante é o alto custo das análises e o risco de contaminação das amostras, 

sendo assim exige um cuidado maior na manipulação das amostras (BODDEY, 1987). 

Outro fator importante a considerar são os valores de fracionamento isotópico 

que parecem ocorrer durante as transformações do nitrogênio no sistema solo-planta, 

tornando-se necessário à determinação do valor ‘B’, que é a marcação natural de 15N da 

planta leguminosa crescida com total dependência da FBN (SHEARER & KOHL, 

1986), que a princípio, seria constante para cada cultura.   

 Unkovich & Pate, (2000) levantou a hipótese de que no processo da FBN o 

fracionamento pode não existir. Já Peoples et al. (1989) acreditam que o fracionamento 

isotópico depende da espécie cultivada, das estirpes das bactérias diazotróficas 

envolvidas, e do estágio e condições de crescimento da planta.  

 Alguns estudos demonstraram diferenças na abundância natural de 15N em partes 

das plantas, que podem ter sido influenciadas pela variedade da planta e pelas estirpes 

inoculadas (STEELE et al., 1983; BERGERSEN et al., 1988; YONEYAMA et al., 

1986). Estudos mostram que o 15N se encontra em uma proporção maior nos nódulos e 

nas raízes quando se compara com a quantidade encontrada na parte aérea das plantas 

(GUIMARÃES et al., 2008; PAU-FERRO et al., 2010; PACHECO et al., 2017; 

ARAUJO et al., 2018), este fato pode acontecer devido o 15N ser mais pesado, 

ocasionando esse fracionamento isotópico do 15N na planta. Em diversos estudos de 

quantificação da FBN, utiliza-se apenas a parte aérea da planta onde a abundância de 
15N é menor, com isso superestimando a FBN. 

Pau-Ferro et al. (2010), estudando diferentes cultivares de soja (CD 202, EMB 

48, M-SOY 8001, BRS 133, Celeste) inoculadas com Bradyrhizobium diazoefficiens 

estirpe 5080 e Bradyrhizobium elkanii estirpe 5019 encontrou valores médios de 15N 

iguais a -0,76 e -1,66‰ nas partes aérea, +6,39 e +6,47‰ nas raízes, e +11,65 e 

+9,59‰ nos nódulos, respectivamente. Estudo realizado Peoples et al. (1989), avaliando 

a abundância natural de 15N em plantas de soja cultivar Forrest cultivadas no campo, 

encontrou valores de 15N de +3,7‰ no terço inferior da planta, +3,0‰ no terço médio 

e +2,2‰ no terço superior da planta, +1,5‰ nas folhas do ápice que foram o menor 

valor. 

Unkovich & Pate, (2000) relatam que valores negativos de 15N, são 

frequentemente encontrados na parte aérea de diferentes espécies de leguminosas, 

quando o seu desenvolvimento é completamente dependente da FBN, o que indica uma 

distribuição diferenciada na planta do 15N durante o processo de FBN.  Araujo et al. 

(2018) em estudo utilizando a cultivar de soja BRS 133, inoculadas com diferentes 

estirpes de Bradyrhizobium, em condições de luminosidades diferentes (sol e sombra) 

encontrou valores médios de 15N iguais a -1,73 (sol) e -0,74 (sombra) na parte aérea 

das plantas. 

A técnica de abundância natural do 15N, como todas as outras técnicas utilizadas 

na determinação da contribuição da FBN para as plantas, também apresenta limitações, 

como os problemas voltados para a real estimativa do valor de ‘B’, como vantagem 

deste método temos o fato de não haver necessidade de adição de N marcado, evitando 

os problemas de inibição da fixação de N2 e de estabilidade da marcação ao longo do 

tempo (SHEARER & KOHL, 1986). A técnica de abundância natural de 15N, é uma 

técnica bastante difundida e aceita para a quantificação da contribuição da FBN para as 

plantas. 
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2.14 Nitrogênio do Solo Derivado do Sistema Radicular da Planta 
Para garantir altos rendimentos na cultura da soja são necessárias grandes 

quantidades de N, é necessário cerca de 80 kg N para cada tonelada de grão produzido. 

O N requerido para o desenvolvimento da planta pode ser disponibilizado através da 

aplicação de fertilizantes nitrogenados, decomposição da matéria orgânica do solo e da 

FBN, que é a forma predominante no Brasil. Isso ocorre devido a simbiose muito 

eficiente que ocorre entre as plantas de soja e as bactérias diazotróficas do gênero 

Bradyrhizobium (ZILLI et al., 2006). 

O uso do inoculante para a produção da soja, implica em um menor custo de 

produção, na redução dos problemas com poluição ambiental, devido ao uso de 

fertilizantes nitrogenados. Ainda, o processo da FBN dependendo da sua magnitude, 

pode ser determinante para elevação dos níveis de matéria orgânica do solo 

(URQUIAGA et al., 2002). Neste ponto existe uma incógnita, pois existe a dificuldade 

de avaliar a biomassa radicular produzida ao longo do desenvolvimento da planta e o 

conteúdo de N, com isso há um impedimento que se tenha uma estimativa mais real 

quanto à contribuição das culturas para o balanço de N do solo (ARAÚJO, 2004). 

Há poucos estudos que determinam a quantificação do N acumulado no sistema 

radicular das plantas, em condições de campo, o fator limitante são as metodologias 

adotadas. Diferentes autores utilizaram os métodos diretos, como a escavação para 

coleta de raízes e determinação do teor de N, no entanto, sua eficiência é questionada 

(RUSSELL & FILLERY, 1996a,b; MCNEILL et al., 1997; KHAN et al., 2002a), já que 

considera somente o N das raízes visíveis, descartando o N do solo proveniente dessas 

raízes, na forma de raízes não recuperadas, exsudados radiculares e raízes mineralizadas 

durante o desenvolvimento da planta (ARAÚJO, 2004).  

No momento de peneirar o solo, não é possível recuperar todas as raízes 

presentes, com isso o método tradicional pode subestimar o N total presentes nas raízes. 

Estudos usando 15N sugerem que apenas uma pequena proporção do N total das raízes 

pode ser facilmente recuperado como raízes intactas e nódulos (RUSSELL & FILLERY 

1996b; McNEILL et al. 1997). O fator mais limitante é estimar o quanto se perde nesse 

processo.  

Trabalhos feitos com trigo (ZOTARELLI, 2000) e cana-de-açúcar (SOUTO et 

al., 1993), mostraram que durante o ciclo das plantas, cerca de 20 a 30% do N 

acumulado até o final do ciclo vegetativo não é mais contabilizado na planta na ocasião 

da colheita, ainda que sejam incluídas as folhas senescidas. Grande parte das perdas, 

pode ser explicada pela volatilização de amônia através das folhas. É possível que 

processos como exsudação de N e mineralização de raízes sejam de grande importância 

para explicar o balanço de N das plantas (WETSELAAR & FARQUHAR, 1980). 

O uso do isótopo 15N para marcação das raízes constitui uma técnica que permite 

a quantificação de todo o N existente no solo derivado das raízes, partindo da premissa 

de que, após a marcação, o enriquecimento de 15N é uniforme em todo o N derivado ou 

existente nas raízes das plantas (RUSSEL e FILLERY, 1996). O uso da técnica tem 

estimado que o N das raízes não recuperadas pelo peneiramento (NRNR) pode 

representar até 80% do N total do sistema radicular (MAYER et. al., 2003). Algumas 

estratégias para marcação do sistema radicular das plantas têm sido propostas 

(McNEILL et al., 1997; PEOPLES e HERRIDGE, 2000), e dentre estas, a marcação 

foliar com 15N é de fácil utilização e permite uma marcação uniforme do N das raízes 

(RAMOS et al., 2001). A técnica foi empregada para diversas leguminosas como pode 

ser vista na Tabela 1, no entanto, somente dois estudos foram feitos para a cultura da 

soja (ROCHESTER et al., 1998; ARAÚJO et al., 2004).  
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A real contribuição da exsudação radicular no fornecimento de N ao solo não é 

tão conhecida. Estudos feitos por Mayer et al. (2003) e Khan et al. (2003), utilizando o 

isótopo 15N, estimaram que cerca de 15 a 23 % do total de N acumulado na planta 

correspondem ao N de raízes não recuperadas pelo método mecânico.   

Os danos causados no sistema radicular podem ser responsáveis pela maior parte 

das substâncias orgânicas liberadas durante o crescimento da planta (ARAÚJO, 2004). 

Estudos realizados mostraram que a quantidade de aminoácidos provenientes de 

exsudados radiculares de plantas de trigo cultivadas em solução nutritiva, após 14 dias, 

não foi sensível ao teste de cromatografia, indicando uma quantidade inferior a 3 g por 

15 plantas. Já Ayers & Thornton, (1968) observaram em estudo feito com ervilha, 

cultivada nas mesmas condições, apresentou de 2 a 7 g de N-aminoácidos por planta. 

Nestes estudos foi visto que quando ocasionaram danos às raízes, apresentaram em uma 

hora, exsudação de 73 a 120% superior a exsudação normalmente observada em um 

período de duas semanas.  

O que pode influenciar a exsudação do N pelo sistema radicular é a taxa de 

oxigênio e dióxido de carbono presente na rizosfera (AYERS & THORNTON, 1968), e 

em se tratando de leguminosas, essa exsudação pode ser estimulada pelo consórcio com 

gramíneas (WACQUANT et al., 1989). Wacquant et al. (1989) relataram o 

enriquecimento de nitrato observado na solução nutritiva, derivado do sistema radicular 

de leguminosas, ocorrendo principalmente à noite, devido a menor transpiração. 

 

 

 

 

 

  



21 
 

Tabela 5. Relação do N derivado das raízes não recuperadas (NRNR) de leguminosas 

em relação ao N total acumulado pela planta. 

Cultura/Espécie NRNR 

(%) 

Referências 

Soja (Glycine Max, L) 39; 16 ROCHESTER et al. (1998); ARAÚJO et al. 

(2004). 

Ervilha (Pisum sativum, 

L.) 

7; 13; 11; 

32; 29 

JENSEN et al. (1996); MAYER et al. (2003); 

SCHMIDTKE (2005a); WICHERN et al. 

(2007a); WICHERN et al. (2007b). 

Tremoço branco 

(Lupinus albus) 

18 MAYER et al. (2003). 

Tremoço azul (Lupinus 

angustifolius) 

18 RUSSELL & FILLERY (1996a). 

Grão-de-bico (Cicer 

arietinum) 

43; 75 KHAN et al (2002a); KHAN et al. (2002b). 

Feijão fava (Vicia faba) 13; 23 MAYER et al. (2003); KHAN et al. (2002b). 

Feijão Guandu 

(Cajanus cajan) 

37 KHAN et al. (2002a). 

Feijão-mungo (Vigna 

radiata) 

17 KHAN et al. (2002a). 

Feijão de porco 

(Canavalia ensiformis, 

L.) 

10 RAMOS et al. (2001). 

Trevo (Trifolium 

subterraneum) 

10 McNEILL et al. (1997). 

Mucuna cinza (Mucuna 

sp.) 

14 RAMOS et al. (2001). 

Serradela (Ornithopus 

sativus) 

20 McNEILL et al. (1997). 

Chícharo (Lathyrus 

sativus) 

9 SCHMIDTKE (2005a). 

Fonte: WICHERN et al., (2008); ARAÚJO (2004). 

 

Em trabalhos feitos por Rochester et al. (1998) para soja e em outros estudos 

com leguminosas de grãos (HERRIDGE et al., 2008; WICHERN et al., 2008) a média 

do N nas raízes e o NRNR soma mais de 30 % do N total na planta inteira. Como estima 

se que uma cultura de soja com um rendimento média de 3.300 kg grão ha-1 (média 

brasileira do ano agrícola de 2016/17 – IBGE-SIDRA, 2017), o N acumulado na base de 

matéria seca é de aproximadamente de 185 kg N. Caso que a estimativa de NRNR + N 

das raízes seja de 30 % do N total da planta inteira, a contribuição residual do N da 

cultura de soja seria em termos de 100 kg N ha-1 (30 % de 315 kg). Existe um consenso 

que a soja deixa algum benefício para a cultura subsequente, mas não desta ordem de 

grandeza (HUNGRIA et al., 2006b). Existem poucos estudos que avaliaram diretamente 

no campo a contribuição do N residual da cultura da soja para uma forrageira ou cultura 
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de cereais imediatamente depois na rotação (ALVES et al., 2006; ZOTARELLI et al., 

2012). Nestes estudos a contribuição do N residual da soja foi avaliado e não 

ultrapassou 30 kg N ha-1. 

A avaliação da contribuição do NRNR também tem importância para avaliar a 

possibilidade que este N e outro derivado de raízes de soja é imobilizado no solo na 

forma de matéria orgânica o processo que constitui o “sequestro do carbono” no solo. 

Em estudos de longo prazo feitos em vários sítios no sul pela equipe da Embrapa-

Agrobiologia em com parceria da Embrapa Trigo e UFRGS, encontraram se pouco ou 

nula acumulação do N e C no solo na rotação soja/trigo, e só houve acúmulo da MOS 

em rotações que incluíram uma leguminosa-adubo verde que resultou em um balanço 

positivo do N durante a rotação (SISTI et al., 2004; DIEKOW et al., 2005; BODDEY et 

al., 2010). Mas uma vez esta evidência indica que as avaliações do NRNR já publicadas 

na literatura estejam superestimadas. 

A validação da técnica da marcação foliar com 15N para avaliar o NRNR vem da 

possibilidade de altas contribuições do N residual da soja poderia provocar emissões de 

óxido nitroso (N2O), gás de efeito estufa (fator de aquecimento global = ~300 vezes do 

CO2). Os relatórios do painel intergovernamental de mudança da clima (IPCC na sigla 

inglês) estimaram que 1 % de todo N nas resíduos de leguminosas (e outras culturas) é 

liberado na forma de N2O. O material vegetal contado como resíduos é somente a parte 

aérea (IPCC, 2006). Caso existam grandes contribuições de N derivado das raízes da 

soja é possível que as emissões de N2O estimado pelo fator “default” do IPCC sejam 

subestimadas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Condução do Experimento 
O experimento foi instalado em 22 de outubro de 2015, em casa de vegetação na 

Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, em vasos plásticos preenchidos com 6 kg de 

solo. O solo em estudo foi coletado na profundidade de 0-20 cm, na área experimental 

da Embrapa Agrobiologia (Terraço). Teve suas características químicas analisadas no 

laboratório de química agrícola da Embrapa Agrobiologia. Segundo os procedimentos 

do Manual de Análises Químicas dos Solos, Plantas e Fertilizantes e do Manual de 

Métodos de Análises de Solos (Embrapa 1997) e classificado como Argissolo Vermelho 

Amarelo Distrófico. O solo coletado foi seco ao ar e passado em peneira grossa para 

facilitar a homogeneização. A correção do solo foi feita duas semanas antes do plantio, 

com aplicação de CaCO3 na dose de 500 mg kg de terra-1 e adubação com 229 mg P2O5 

kg terra-1, 80 mg K2O kg terra-1 e 50 mg de micronutrientes por kg terra-1 (FTE). 

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, com esquema de 

parcelas subdivididas, em cinco repetições. A variedade de soja cultivada foi a BRS 

360RR, esta cultivar apresenta tipo de crescimento indeterminado, pertence ao grupo de 

maturidade 6.2, precoce, tendo um ciclo de 104 a 129 dias. As sementes foram 

inoculadas utilizando-se inoculante turfoso a base de Bradyrhizobium spp., os 

inoculantes foram das estirpes SEMIA 5019 (29 W - B. elkanii) e SEMIA 5080 (CPAC 

7 - B. diazoefficiens), mantendo-se uma planta por vaso após o desbaste. Os tratamentos 

consistiram em marcação foliar, com 15N usando duas fontes de N, sendo 15N-ureia e 
15N- glutamina, e seis épocas de coleta, que foram realizadas aos 2, 7, 14, 25, 47 e 70 

dias após a marcação (DAM) com o isótopo 15N, correspondendo aos estádios V4, R1, 

R3, R5, R6 e R7, respectivamente (Tabela 1). Plantas de soja foram cultivadas e não foi 

realizada a marcação foliar com 15N, para que no momento da realização dos cálculos o 

delta do solo não marcado fosse conhecido e subtraído do solo marcado. 
 A marcação foliar, com 15N, foi feita em todas as plantas, no estádio V4, 

aproximadamente aos 27 dias após o plantio. Nesta ocasião, a folha central do último 

trifólio, com folhas totalmente expandidas, foi cortada ao centro, longitudinalmente, 

liberando sua nervura principal, permitindo a sua inserção em microtubos contendo 1,0 

ml de solução 0,5% de ureia enriquecida com 95,5 % átomos de 15N ou contendo 1,0 ml 

de solução 0,5% de glutamina enriquecida com 98,5 % átomos de 15N (Figura 3), e 

sendo mantida por um período de 24h. 
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Figura 3. Etapas para corte da folha: (a) Corte da folha com bisturi; (b) imersão da 

folha na solução 15N; (c) folha imersa na solução enriquecida com 15N; (d) 

cobertura do microtubo. 

 

Para evitar contaminação do solo com 15N proveniente da parte aérea, a parte 

superior do vaso foi coberta com papel alumínio (Figura 4) e o fornecimento de água foi 

localizado, aplicando-se a água diretamente no solo. Foram realizadas coletas diárias 

das folhas senescidas.  
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Figura 4. Visão geral do experimento. Solo coberto com papel alumínio. 

 

3.2 Coleta do Experimento 
No momento da coleta, a parte aérea da planta foi cortada e subdivida em caule, 

primeira folha, segunda folha, terceira folha, quarta folha, quinta folha e sexta folha, 

esse procedimento foi realizado até a quarta coleta (2, 7, 10 e 14 DAM), a partir da 

quinta coleta a parte aérea foi coletada, e mantida inteira. Em seguida foram coletados 

raízes e nódulos. 

O solo foi peneirado para retirada das raízes remanescentes. Esse solo foi 

peneirado em peneiras com malhas de 2 mm, 1,0 mm, 0,5 mm e 0,125 mm, para 

recuperação da maior quantidade possível de raízes visíveis. As raízes recuperadas 

foram acondicionadas em sacos plásticos, congeladas e secas em liofilizador, por um 

período de 24h. Todo o solo presente no vaso foi pesado e foi separada uma sub-

amostra de solo para determinação da umidade em estufa a 105 ºC, após esse processo, 

o solo foi seco ao ar. 

 

3.3 Processamento de Amostras e Cálculos de mg 15N por Planta e NRNR 
A parte aérea das plantas e nódulos foram secas em estufa (>72 h, 65oC). As 

raízes, após a liofilização, foram submetidas a um processo manual de limpeza, onde foi 

retirado o solo rizosférico. O sistema radicular foi dividido em raiz primária, raiz 

secundária e raiz fina (Figura 5), estas raízes, juntamente com os nódulos foram moídas 

com auxílio de N líquido, até formar um pó.     
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 Figura 5. Raiz de soja da primeira coleta (dois dias após marcação). (a) Raiz Principal; 

(b) Raízes Secundárias; (c-d) Raízes Finas.  

 

A parte aérea, raiz, nódulo e solo rizosférico foram pesados, para determinação 

da matéria seca. A parte aérea foi moída em moinho de facas tipo Wiley (peneiras de 

2,0 mm). Posteriormente, sub-amostras de solo, solo rizósferico e parte aérea, foram 

moídas, até formar pó, em moinho de rolo similar ao descrito por Arnold e Schepers 

(2004). Depois do processamento de todo o material, pesou-se alíquotas, para análises 

de %N e 15N em excesso pelo método de Dumas, utilizando um espectrómetro de massa 

de razão isotópica de fluxo contínuo (Finnigan DeltaPlus ou espectrómetro de massa 

Delta V Finnigan MAT, Bremen, Alemanha) acoplado à saída de um analisador C e N 

total da Costech (modelo ECS4010) no Laboratório de Isótopos Estáveis John Day na 

Embrapa Agrobiologia, conforme descrito por RAMOS et al. (2001). 

Para a estimativa de mg 15N planta por foi utilizada a equação: 

 

mg 15N planta-1 = (Ntotal  x atom %15N excesso)/100 

 

Onde: 

  Ntotal  é a %N, multiplicado pela massa seca (g  por planta ou solo) x 10. 

 atom %15N excesso é o atom % 15N da amostra, menos a abundância natural do 

ar (0,3663); 

Para a estimativa do N de raízes não recuperadas (NRNR) foi utilizada a 

equação:  

 

NRNR = (15Nsolo/15NRR-N/g) 

 

Onde: 

 15Nsolo é a quantidade de 15N em excesso (mg) encontrado no solo; 

 15NRR-N/g é a quantidade de 15N em excesso em cada grama de N das raízes 

recuperadas. 
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 A quantidade de N acumulado nas raízes recuperadas foi calculada a partir de 

seus respectivos teores de N-total e peso da matéria seca. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

posteriormente para separar as médias ao teste ‘t’, por meio do software ‘R’ versão 

3.2.2 (R Development Core Team, 2013). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Acúmulo de Massa Seca e Nitrogênio Total em Plantas de Soja 

Para os parâmetros massa seca e N total, não foram observadas diferenças 

significativas entre as duas fontes de N aplicado para marcação foliar. As variáveis 

analisadas (massa seca das folhas, caule, raízes, parte aérea inteira, raiz total, nódulo e 

planta inteira) não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos de ureia e 

glutamina (Figura 6, 7, 8 e 9). Isto indica que a marcação foliar não interferiu no 

processo da FBN ou no acumulou do N do solo.  

O acúmulo de massa seca no período de 2 a 14 dias após a marcação (DAM) 

apresentou um crescimento exponencial na parte aérea e raízes (Figuras 6). Entretanto, 

houve uma pequena interrupção do acúmulo do N total entre dias 7 e 10 DAM (30 e 33 

dias após plantio – DAP) (Figura 7). É possível que esta pequena queda no acúmulo do 

N nas plantas nesta época tenha alguma relação com um possível efeito deletério do 

acumulo de N da FBN promovido pelo estresse devido ao corte da folha e a introdução 

de N solúvel estranho (ureia ou glutamina) nos tecidos da planta. 
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Figura 6. Acúmulo de massa seca por diferentes tecidos de plantas de soja marcadas via foliar com ureia ou glutamina, em seis épocas de 

coleta. (a) nódulo; (b) raiz; (c) parte aérea; (d) planta inteira. 
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Figura 7. N acumulado por diferentes tecidos de plantas de soja, marcadas via foliar com ureia ou glutamina, em seis épocas de coleta. (a) 

nódulo; (b) raiz; (c) parte aérea; (d) planta inteira. 
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foliar com glutamina. 
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Figura 9. N total acumulado por diferentes tecidos de plantas de soja e solo rizosférico. (a) marcação foliar com ureia; (b) marcação foliar 

com glutamina. 
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4.2 Diluição do 15N nas Raízes de Soja em Crescimento  
Os dados de enriquecimento de 15N das diferentes categorias de raízes das 

plantas mostraram uniformidade na marcação aos 10 e 14 dias após o fornecimento de 
15N através das folhas, tanto para ureia quanto para a glutamina (Figura 10). Aos 47 

DAM as raízes marcadas com glutamina continuaram uniformes e, em contrapartida as 

raízes marcadas com ureia apresentaram diferenças significativas entre as diferentes 

categorias, indicando que a partir dos 47 DAM não houve uniformidade de marcação 

dessas raízes. Além da falta de homogeneidade de marcação no sistema radicular, existe 

uma diminuição de enriquecimento de 15N ao longo do tempo (observando a partir dos 

14 DAM), claramente observada em todas as partes das raízes (Figura 10). Essa redução 

foi proporcional entre os diferentes segmentos radiculares, exceto para raiz principal no 

tratamento com glutamina. 

KHAN et al. (2002a) atribuíram a diferença de marcação dentro da planta, 

encontrada em outras leguminosas, à diluição do 15N ocorrida na coroa radicular, região 

de maior concentração de nódulos, devido a fixação de N2 atmosférico. Araújo (2004) 

atribui essa diferença à falta de uma perfeita redistribuição do 15N para as raízes mais 

jovens. 

A diferença de enriquecimento de 15N entre a raiz primária e as raízes finas, aos 

70 DAM com ureia foi de 70%, enquanto que as raízes marcadas com glutamina 

apresentaram uma diferença em torno de 59%. Dependendo da fração de raiz 

considerada como referência, por apresentar diferença de marcação, encontra-se 

diferentes valores de NRNR. Diversos estudos, por essa razão, utilizaram como 

referência, o enriquecimento médio ponderado encontrado nas raízes (MCNEILL et al, 

1997; KHAN et al. 2002a, KHAN et al. 2002b). Khan et al. (2002a) assumiram que as 

raízes recuperadas, por se encontrarem mais próximas da coroa radicular (base da 

planta), região de maior concentração de nódulos, apresentariam uma marcação inferior 

à das raízes não recuperadas, provocada pela diluição do 15N no N fixado.  Dessa forma, 

ajustaram o NRNR dividindo o valor encontrado pela razão de enriquecimento entre 

raízes da coroa (base) e do ápice (extremidade).  

Neste estudo, o maior enriquecimento em sua maioria se deu na raiz primária e 

não nas raízes finas, não sendo, portanto, apropriado a realizar o ajuste proposto por 

KHAN et al. (2002a).  
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Figura 10. Enriquecimento de 15N em excesso de (a) raízes primárias, (b) secundárias e 

(c) finas durante as 6 coletas de dias 2, 7, 10, 14, 47 e 70 dias após de 

marcação da folha com ureia ou glutamina. 

  

A análise de cada categoria de raiz ao longo do tempo, mostrou que a raiz 

principal, secundária e fina no tratamento com glutamina tiveram marcação tendendo a 
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ser mais uniforme no enriquecimento de 15N ao longo do tempo. A marcação com a 

ureia oscila mais que a marcação com glutamina, atingindo um pico máximo com 

aproximadamente 10 dias após a marcação das plantas (Figura 10). O que sugere que a 

marcação com glutamina talvez pode ser uma melhor estratégia para marcação das 

plantas durante os estudos com NRNR, já que a marcação ao longo do tempo com a 

glutamina tende a ter uma marcação mais uniforme. 

Para o total de 15N em excesso recuperado nas raízes (mg 15N excesso por 

planta), aos 7, 10, 14, 47 e 70 dias após marcação, a raiz principal, a raiz secundária e a 

raiz fina apresentaram maiores acúmulos de 15N em excesso quando a folha foi marcada 

com ureia, do que quando foram marcadas com glutamina. A raiz principal e raiz fina 

tiveram os maiores acúmulos de 15N em excesso (Figura 11). Entretanto, não foram 

observadas diferenças significativas entre as duas fontes no segundo dia após a 

marcação e nem entre raiz principal, raiz secundária e raiz fina (Tabela AP 1, 

Apêndice).  

O N enriquecido só chegou à raiz principal e raiz fina aos 7 DAM da folha com 

ureia ou com glutamina (Figura 11). Enquanto na raiz principal e raiz fina o N 

enriquecido proveniente da ureia permaneceu até os 47 DAM, o N enriquecido 

proveniente da glutamina aparentemente permaneceu até os 70 DAM. De fato, no solo 

os maiores acúmulos de N proveniente da ureia foram observados entre 47 e 70 DAM 

da folha, se destacando a ureia quando comparado à glutamina (Tabela 6). Estes dados 

indicam que a exsudação de N pelas raízes ocorre mais precocemente quando se utiliza 

a ureia como fonte de marcação.  
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Figura 11. Total 15N em excesso (mg por planta) recuperado pelas (a) raízes primárias, 

(b) secundárias e (c) finas durante as 6 coletas de dias 2, 7, 10, 14, 47 e 70 

dias após de marcação da folha com ureia ou glutamina.  
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Tabela 6. Enriquecimento com 15N (% átomos 15N excesso) e 15N no solo rizosférico e 

solo total (mg 15N excesso vaso-1), marcados com 15N-ureia e 15N-glutamina, 

em seis épocas de coleta.  

Dias Após 

Marcação 

Solo Rizosférico   Solo   

Ureia    *Gln  Ureia    *Gln  

  átomos  % 15N excesso 

2 0,0381 c 0,0220 a 0,0011 d  ns0,0008  

7 0,0756 a 0,0215 a 0,0016 c 0,0007  

10 0,0663 a 0,0151 b 0,0016 c 0,0004  

14 0,0476 bc 0,0135 b 0,0015 c 0,0006  

47 0,0590 ab 0,0157 b 0,0022 b 0,0008  

70 0,0255 d 0,0090 c 0,0028 a 0,0007  

Média 0,0520  0,0161  0,0018  0,0007  
CV (%) 3,4   24,5   

  átomos  15N excesso (mg) 

2 0,0014 b 0,0008 ab 0,0899 d 0,0579  

7 0,0046 a 0,0011 ab 0,1326 c 0,0523  

10 0,0040 a 0,0008 ab 0,1371 c 0,0361  

14 0,0033 a 0,0011 a 0,1380 c 0,0556  

47 0,0017 b 0,0005 b 0,1861 b 0,0613  

70 0,0040 a 0,0008 ab 0,2703 a 0,0677  

Média 0,0032  0,0009  0,1590  0,0551  
CV (%) 2,8   24,6   

Valores médios de 5 repetições. Letras minúsculas iguais na coluna, não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. ns não 

significativo. *glutamina. 

 

Em sistemas não estéreis a presença da enzima urease sempre promove a rápida 

hidrolise de ureia para amônio (NH4
+) (LANA et. al., 2010).  

Vários estudos demonstram que o NH4
+ pode ser tóxico para as plantas, e é 

possível que logo após a aplicação da ureia o maior acúmulo de N no solo derivado da 

ureia aplicada tenha um movimento preferencial a ser excretado.  Britto et al. (2001), 

trabalhando com arroz, uma planta mais tolerante ao NH4
+ e a cevada, mais sensível, 

identificaram na cevada um mecanismo de exsudação ativa de NH4
+ e que a cevada 

acumula concentrações excepcionalmente elevadas de NH4
+ no citossol. Parte deste 

NH4
+ sofreria, então, o efluxo contra a tendência termodinâmica dominante, que seria 

de fora para dentro. O resultado desse processo seria um gasto excessivo de energia, 

com efeitos negativos sobre o metabolismo da planta. O arroz, entretanto, mostra um 

eficiente sistema de controle do potencial da membrana e, consequentemente acumula 

concentrações menores de NH4
+ no citossol (WANG et al., 1994; BRITTO et al., 2001), 

bem como concentrações mínimas de exsudação de NH4
+. 

 

4.3 Diluição do 15N nas Folhas de Soja em Crescimento  
Os dados de enriquecimento de 15N dos diferentes segmentos de parte aérea das 

plantas mostraram que não houve uniformidade na marcação entre as partes da planta. 

Para as coletas realizadas aos 2, 7, 10 DAM, os resultados demonstraram que o folíolo 

marcado remobilizou (1º trifólio) o 15N para o caule e a partir do caule, houve a 
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remobilização do 15N para as demais folhas, de forma decrescente (1º a 6º trifólio) 

(Tabela 7).  No geral, observa-se que as plantas marcadas com glutamina apresentaram 

uma marcação mais lenta, ao longo do crescimento da planta; o contrário foi visto nas 

plantas marcadas com ureia. Aos 14 DAM, as duas fontes de marcação apresentaram 

um enriquecimento uniforme, não apresentando diferenças significativas entre as partes 

das plantas (Tabela 7). Yasmin et al. (2010) em um trabalho realizado com grão de bico, 

usando como fonte de 15N ureia, mostraram que não houve diferença entre os valores 

átomos 15N em excesso nas folhas e caule, as 135 DAM da folha. Gasser et al. (2015) 

em um trabalho com trevo, mostraram que após a translocação inicial de N marcado a 

curto prazo, observaram a mais longo prazo uma translocação relativamente lenta, 

atribuiu a isso enriquecimento das raízes ao longo do tempo. 
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Tabela 7. Átomos % 15N excesso e 15N Planta (mg 15N excesso planta-1) em diferentes 

partes da parte aérea de soja, marcadas com 15N-ureia e 15N-glutamina, em 

seis épocas de coleta.  

Parte da Planta  átomos  % 15N excesso    átomos   15N excesso (mg) 

 Ureia  Gln  Ureia    Gln 

 2 Dias Após Marcação 

Caule 0,2506 a 0,1491 a 0,0495  0,0301  

1ª Trifólio 0,1807 b 0,1552 a 0,0227  0,0202  

2ª Trifólio 0,0763 c 0,0462 b 0,0223  0,0130  

3ª Trifólio 0,0518 d 0,0273 c 0,0174  0,0098  

4ª Trifólio 0,0311 e 0,0220 d 0,0023  0,0018  
Média 0,1692  0,1168  0,0315  0,0211  

CV (%) 1,9   2,0   

 7 Dias Após Marcação 

Caule 0,5853 a 0,1943 a 0,2436 a 0,0824 a 

1ª Trifólio 0,6788 a 0,2120 a 0,2760 a 0,0870 a 

2ª Trifólio 0,4483 b 0,1809 a 0,2095 a 0,0713 a 

3ª Trifólio 0,2071 c 0,0864 b 0,1154 b 0,0476 b 

4ª Trifólio 0,3989 b 0,0830 b 0,2511 a 0,0483 b 

5ª Trifólio 0,1694 d 0,0488 c 0,0314 c 0,0066 c 

Média 0,4392 A 0,1227 B 0,2923 A 0,0374 B 

CV (%) 0,7   3,6   

 10 Dias Após Marcação 

Caule 0,7104 b 0,1385 a 0,2981 b 0,0553 bc 

1ª Trifólio 0,7702 a 0,1369 ab 0,0360 e 0,0067 e 

2ª Trifólio 0,6503 c 0,1103 bc 0,1316 d 0,0281 d 

3ª Trifólio 0,5293 d 0,1388 a 0,1897 c 0,0500 c 

4ª Trifólio 0,4674 e 0,1042 c 0,2277 c 0,0655 ab 

5ª Trifólio 0,5419 d 0,0915 d 0,4096 a 0,0814 a 

6ª Trifólio 0,2394 f 0,0425 e 0,0379 e 0,0066 e 

Média 0,4719  0,1158  0,4125  0,0363  
CV (%) 5,7   4,0   

 14 Dias Após Marcação 

Caule 0,6225  0,1463  0,3548 b 0,0848 b 

1ª Trifólio 0,4169  0,0874  0,0651 d 0,0151 d 

2ª Trifólio 0,4233  0,1025  0,1838 c 0,0452 c 

3ª Trifólio 0,4613  0,1101  0,3067 b 0,0669 b 

4ª Trifólio 0,4591  0,1033  0,3715 b 0,0850 b 

5ª Trifólio 0,6238  0,1544  0,6842 a 0,1849 a 

6ª Trifólio 0,4119  0,0867  0,0406 e 0,0110 d 

Média 0,4766  0,1099  0,2564  0,0594  
CV (%) 1,1   2,0   

Valores médios de 5 repetições. Letras minúsculas iguais na coluna, não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.   
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Analisando cada fragmento de parte aérea ao longo do tempo, é evidente que 

todas as folhas e caule tendem a ficar mais uniformes ao longo do tempo nos 

tratamentos com ureia e glutamina. A planta marcada com ureia tende a translocar mais 

rapidamente o N enriquecido para parte inferior da planta.  

A Tabela 9, mostra os dados de 15N da parte aérea inteira de todas as coletas (2, 

7, 10, 14, 47 e 70 DAM) e pode-se observar que a marcação das plantas com ureia e 

glutamina tende a ficar mais uniforme com o passar do tempo a partir da segunda coleta.  
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Tabela 8. Enriquecimento com 15N (% átomos 15N excesso) e a quantidade de 15N em 

excesso (mg 15N excesso planta-1) em diferentes partes da parte aérea de soja, 

marcadas com 15N-ureia e 15N-glutamina, em seis épocas de coleta. 

Dias Após 

Marcação 

1ª  Trifólio   2ª  Trifólio   3ª  Trifólio   

Ureia    Gln  Ureia    Gln  Ureia    Gln  

  atom  % 15N excesso  

2 0,1807 c 0,1552 b 0,0763 c 0,0462 b 0,0518 c 0,0273 b 

7 0,6788 a 0,2120 a 0,4483 b 0,1809 a 0,2071 b 0,0864 a 

10 0,7702 a 0,1369 b 0,6503 a 0,1103 ab 0,5293 a 0,1388 a 

14 0,4169 b 0,0874 c 0,4233 b 0,1025 ab 0,4613 a 0,1101 a 

Média 0,5117  0,1479  0,3995  0,1100  0,3124  0,0907  

CV (%) 17,3   20,0   1,3   

 4 ª  Trifólio  5ª  Trifólio  6ª  Trifólio   

2 0,0311 b 0,0220 b -  -  -  -  

7 0,3989 a 0,0830 a 0,1694 b 0,0488 b -  -  

10 0,4674 a 0,1042 a 0,5419 a 0,0915 b 0,2394 a 0,0425 a 

14 0,4591 a 0,1033 a 0,6238 a 0,1544 a 0,2719 a 0,0667 a 

Média 0,3391  0,0781  0,4450  0,0982  0,2557  0,0546  

CV (%) 4,9   6,4   3,5   

 Caule                   

2 0,2506 c 0,1491 b -  -  -  -  

7 0,5853 b 0,1943 a -  -  -  -  

10 0,7104 a 0,1385 b -  -  -  -  

14 0,6225 ab 0,1463 b -  -  -  -  

Média 0,5422  0,1571                  
CV (%) 0,03                   

   atom 15N excesso (mg)  

 1ª  Trifólio  2ª  Trifólio  3ª  Trifólio   

2 0,0227  0,0202  0,0223 d 0,0130 c 0,0174 c 0,0098 c 

7 0,2760  0,0870  0,2095 b 0,0713 a 0,1154 b 0,0476 b 

10 0,0360  0,0067  0,1316 c 0,0281 b 0,1897 b 0,0500 a 

14 0,0651  0,0151  0,1838 c 0,0452 ab 0,3067 a 0,0669 a 

Média 0,1000  0,0322  0,1368  0,0394  0,1573  0,0436  
CV (%) 37,6   22,6   10,8   

 4ª  Trifólio  5ª  Trifólio  6ª  Trifólio   

2 0,0023 c 0,0018 b         

7 0,2511 b 0,0483 ab 0,0314 c 0,0066 b     

10 0,2277 b 0,0655 a 0,4096 a 0,0814 a 0,0379  0,0066 b 

14 0,3715 a 0,0850 a 0,6842 a 0,1849 a 0,0406  0,0110 a 

Média 0,2132  0,0501  0,3750  0,0909  0,0393  0,0088  
CV (%) 18,9   21,6   13,6   

 Caule                   

2 0,0495 c 0,0301 c -  -  -  -  

7 0,2436 b 0,0824 a -  -  -  -  

10 0,2981 a 0,0553 b -  -  -  -  

14 0,3548 a 0,0848 a -  -  -  -  

Média 0,2365  0,0631                  
CV (%) 2,1                   

Valores médios de 5 repetições. Letras minúsculas iguais na coluna, não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.   
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Tabela 9. Enriquecimento com 15N (% átomos 15N excesso) e a quantidade de 15N em 

excesso (mg 15N excesso planta-1) na parte aérea de soja, marcadas com 15N-

ureia e 15N-glutamina, em seis épocas de coleta. 

Dias Após 

Marcação 

Parte Aérea   

Ureia    Gln  Ureia    Gln  

 átomos % 15N excesso átomos 15N excesso (mg) 

2 0,1181 e 0,0800 b 0,0228 d 0,0150 d 

7 0,4976 c 0,1611 a 0,2254 c 0,0689 c 

10 0,7818 a 0,1525 a 0,2661 c 0,0587 c 

14 0,6558 b 0,1541 a 0,4013 b 0,0986 b 

47 0,2992 d 0,0875 b 1,5425 a 0,4444 a 

70 0,2151 d 0,0662 c 1,5261 a 0,4925 a 

Média 0,4279  0,1169  0,6640  0,1964  
CV (%) 6,1   4,6   

Valores médios de 5 repetições. Letras minúsculas iguais na coluna, não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.   

 

A ureia ao ser absorvida pela folha é quebrada em amônio (NH4
+) e CO2 pela 

ação da uréase, o que permite a glutamina sintetase (GS) juntar o NH4
+ ao glutamato e 

produzir a glutamina. A glutamato sintase, também conhecida como GOGAT – 2-

oxoglutarato aminotransferase – transfere um grupo amino da glutamina para o α-

cetoglutarato (ou oxoglutarato) e forma dois glutamatos. Um dos glutamatos é 

exportado para as reações de transaminação (formação de outros aminoácidos), 

enquanto o outro glutamato regenera o ciclo GS-GOGAT. 

Portanto o NH4
+ derivado da ureia é precocemente exsudado, porque ele exige 

muito do processo fotossintético através da demanda de energia (ATP), poder redutor 

(ferredoxina) e esqueletos de carbono para que ocorra a sua assimilação em esqueletos 

de carbono, uma vez que é um composto fitotóxico na sua forma iônica que não pode 

ser armazenado nos tecidos vegetais. Ao contrário da ureia, o glutamato participa de 

reações de transaminação e crescimento da planta através da formação de proteínas na 

parte aérea e sistema radicular da planta.   

Após a absorção dos aminoácidos via simporte com próton, na raiz, estes são 

exportados através do xilema para parte aérea para construir proteínas, ácidos nucleicos 

e outros constituintes da planta necessários para o crescimento e produtividade da 

cultura (YONEYAMA et al., 1986;  YONEYAMA et al., 2003). A exportação de 

aminoácidos e amidas de órgãos maduros da parte aérea via floema para as raízes 

(particularmente o ápice radicular em crescimento) também ocorre visando sintetizar 

proteínas para o seu crescimento da raiz (TATSUMI & KONO, 1980).  

 

4.4 Nitrogênio nas Raízes Não Recuperado (NRNR) 
O NRNR (mg) do solo rizosférico (NRNRSR) não apresentou diferença entre as 

fontes de marcação (ureia e glutamina), e nem ao longo das coletas (Tabela 10). Vale 

ressaltar que os fragmentos de raízes que permaneceram no solo rizosférico após a 

liofilização das raízes, foram na sua maioria retirados, através do peneiramento desse 

solo (com gase), com o objetivo de deixar esse solo rizosférico o mais “limpo” possível, 

para que os fragmentos de raízes não interferissem no real valor do NRNRSR. Araújo 

(2004) encontrou valores de NRNR do solo rizosférico variando de 2,5 mg a 66 mg, ao 

longo do tempo, valores superiores aos encontrados no presente estudo. O autor relata 
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que houve esses aumentos devido ao maior peso do solo rizosférico (8 - 38 g), que 

acréscimo de 8g para 38 g, se deveu ao fato que na última coleta houve maior 

fragmentação das raízes finas, misturando-se ao solo que dificultou a total separação das 

raízes do solo, favorecendo o aumento do solo rizosférico e da quantidade de 

fragmentos radiculares nesse solo, o que levou o aumento do NRNRSR. 

O NRNR do solo (NRNRS) apresentou diferença ao longo do tempo e, entre as 

fontes de marcação, apresentou maiores valores quando a fonte de marcação foi a 

glutamina. Estes resultados indicam que as maiores proporções de N estão presentes no 

solo, e apenas uma pequena porção presente no solo rizosférico, isto porque a 

quantidade de solo rizosférico (2 - 7g) é muito menor que a quantidade total de solo (6 

kg). A partir dos 10 DAM essa quantidade de N presente no solo praticamente 

estabiliza-se, mostrando que o NRNR pode ser considerado a partir dos 10 DAM da 

planta. 

Quanto as contribuições do NRNR total (mg N planta-1), observou-se que aos 2 

DAM houve uma grande exsudação de N, de 163 mg e 141 mg por planta, para os 

tratamentos de ureia e glutamina, respectivamente (Tabela 11). O mesmo foi relatado 

por Gasser et al. (2015), em estudo feito com trevo.  Entretanto, esta importante 

observação não foi observada por outros autores por não ter realizado colheitas poucos 

dias após a marcação (WICHERN et al., 2008). Ao longo das demais coletas há a 

diminuição do NRNR do solo. A melhor explicação para esta diminuição de incremento 

no NRNR após a primeira coleta seja a reabsorção do N excretado devido à alta 

demanda de N pela cultura da soja, como mencionado por JANZEN (1990).  

 

Tabela 10. Estimativas do N das raízes não recuperável (NRNR) no solo rizosférico e 

no solo. 

Dias Após Marcação 
  NRNR Solo Rizosférico    NRNR Solo (mg) 

 (mg N planta-1)  (mg N planta-1) 

      Ureia        Gln  Ureia    Gln 

2  ns 2,72  1,79  161 a  139 a 

7  1,87  2,49  52 bcB  112 aA 

10  1,02  1,17  34 d  48 b 

14  0,86  1,75  36 cdB  85 aA 

47  0,54  0,8  57 b  86 a 

70  1,42  1,64  95 a  131 a 

Média   1,4   1,61   73     100   

CV (%)                    14,5              10,9 

Valores médios de 5 repetições. Letras minúsculas iguais na coluna e maiúsculas na 

linha, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.   
ns não significativo. 

 
 
 
 
 



44 
 

Tabela 11. Estimativas do total N das raízes não recuperável (NRNR) no solo 

rizosférico e no solo em mg N planta-1 e como porcentagem do N total da 

planta. 

Dias Após Marcação   NRNR (mg N planta-1)   NRNR (%) 

  Ureia  Gln  Ureia  Gln 

2  163 a  141 a  54 a  50 a 

7  54 bB  114 aA  15 bB  28 bA 

10  35 c  50 b  10 c  13 c 

14  37 cB  87 aA  7 dB  15 cA 

47  58 bB  87 aA  8 cdB  12 cA 

70  97 a  132 a   11 bc  14 c 

Média   74,04 B   101,85 A   17,76  B   21,97 A 

CV (%)   11,7   9,5 

Valores médios de 5 repetições. Letras minúsculas iguais na coluna e maiúsculas na 

linha, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.   

 

Em estudo feito por JANZEN, (1990) com trigo, cultivado em solo com baixa 

disponibilidade de N, 18% do N assimilado foi liberado para o solo rizosférico. Em 

contrapartida, quando houve uma maior disponibilidade de N, o N depositado no solo 

rizosférico foi 33% do N total assimilado. Isso mostra que a quantidade de N depositada 

na rizosfera e/ou solo durante o desenvolvimento da planta parece estar associada à 

oferta de N à cultura (JANZEN, 1990). Cooper et al. (1986) afirma que quanto maior 

seja a quantidade de N na parte aérea da planta, favorece maior translocação de N para 

raiz conforme observado neste estudo (Figura 7). 

A partir dos 10 DAM das plantas, o NRNR começou a estabilizar, para as duas 

fontes de N utilizadas para marcação foliar. A diminuição do acúmulo de N total na raiz 

e nódulo, como pode ser visto na Figura 7, em torno de 87 mg e 82 mg, para ureia e 

glutamina, respectivamente, é muito semelhante às estimativas de NRNR do solo 

(Tabela 11).   

Para o NRNR (%) foi visto que para as duas fontes de marcação a partir dos 10 

DAM das plantas, praticamente não apresentou diferenças, e ainda, a partir daí o NRNR 

se manteve uniforme, variando de 8 a 15% do N acumulado pela planta inteira, valores 

relativamente baixos quando comparados aos relatados da literatura. 

ROCHESTER et al. (1998) estimaram que o total de N no sistema radicular da 

soja representaria entre 39 e 41% do total de N acumulado pela planta inteira, Já Araújo 

et al. (2004) encontraram valores de NRNR em torno de 16%, ambos trabalhando com 

soja. Yasmin et al. (2010) estimou que o NRNR em grão de bico foi em torno de 32%, 

semelhante aos estimados para ervilha 33% e 29% (WICHERN et al, 2007a, 2007b). 

Estudo feito por KHAN et al. (2002, 2003), estudando também grão de bico, encontrou 

valores de NRNR de 55% e 68%. Diversos estudos realizados com diferentes culturas, 

como feijão fava, tremoço, trevo, serradela e ervilha encontraram valores de NRNR 

variando em torno de 11% a 30% (KHAN et al, 2002b; MCNEILL et al, 1997; 

RUSSELL e FILLERY, 1996; MAYER et al., 2003; SCHMIDTKE, 2005a).  

A utilização de colheitas sequenciais permite a avaliação do acúmulo de N 

enriquecido no solo proveniente das folhas marcadas. Neste estudo inédito, mostramos 

que inicialmente (até 2 DAM) houve uma exsudação do N enriquecido. Esta exsudação 

deve ser como resultado do “trauma” do processo de cortar a folha e a exposição de 

solução de uma fonte de N solúvel, e já foi observado por Gasser et al. (2015). Em 
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seguida (entre dias 2 a 10) a quantidade do N enriquecido no solo diminuiu. A mais 

lógica explicação deste desaparecimento do N enriquecido seja a re-absorção pelas 

raízes. Neste momento (10 DAM) é difícil imaginar que esta quantia do N presente (35 

e 50 mg N por planta) foi resultado da senescência das raízes. Entretanto, o subsequente 

aumento do N enriquecido no solo deve representar N derivado da senescência e 

exsudação do N semelhante em plantas não tratadas com N enriquecido. Em outras 

palavras, há grande probabilidade de que este N depositado após o 10 DAM (após a re-

absorção do N exsudado) seja o verdadeiro NRNR, o N perdido da planta que é 

impossível recuperar pela coleta de raízes. O fato é que as duas estimativas do NRNR 

derivado, da marcação com ureia ou glutamina reforçam esta hipótese. 
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5 CONCLUSÃO 
 

i) A marcação da planta com 15N, através da folha, com a glutamina, se mostrou 

mais uniforme para todas as partes da planta (raiz e parte aérea), comparado com uso de 
15N-ureia.; 

ii) A utilização de colheitas sequenciais da planta inteira permitiu a avaliação da 

dinâmica do acumulo do N enriquecido com 15N no solo proveniente da planta marcada 

com 15N. 

iii) Ao longo das coletas o aumento do N enriquecido no solo, na fase final de 

crescimento das plantas, deve representar o N derivado da senescência e exsudação do 

N, o que pode ser considerado como o verdadeiro valor do N radicular não recuperado 

(NRNR). 

iv) No balanço do N total da planta inteira de soja, entre 8 e 15% do total de N 

acumulado pela planta inteira encontra-se no solo na fase de maturação da planta. 
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7 APÊNDICE 
 

Tabela AP 1. Enriquecimento com 15N (%átomos 15N excesso) e 15N Planta (mg 15N 

excesso planta-1) em diferentes partes da raiz de soja, marcadas com 15N-

Ureia e 15N-Glutamina, em seis épocas de coleta. 

Dias Após 

Marcação 

Raiz principal   Raiz Secundária   Raiz Fina   

Ureia    Gln  Ureia    Gln  Ureia    Gln  

  átomos  % 15N excesso  

2 0,1562 c 0,1116  0,0933 cA 0,0494 b 0,0623 d 0,0472ns 
 

7 0,4253 ab 0,1359  0,3165 bA 0,0909 a 0,2569 c 0,0558  

10 0,4596 a 0,0923  0,4454 aA 0,0827 a 0,3944 a 0,0731  

14 0,4756 a 0,0894  0,4188 aA 0,0808 a 0,3877 a 0,0676  

47 0,3596 b 0,0850  0,2891 bA 0,0875 a 0,3233 b 0,0934  

70 0,2019 c 0,1102  0,2996 bA 0,0469 b 0,2885 bc 0,0448  

Média 0,3463  0,1041  0,3105  0,0730  0,2855  0,0636  

CV (%) 5,76   0,45   11,11   

  15N Raiz (mg 15N excesso planta-1)  

2 0,0068 d 0,0046 c 0,0053 c 0,0033 c 0,0083 d 0,0057 c 

7 0,0260 c 0,0107 b 0,0191 b 0,0050 b 0,0415 c 0,0097 b 

10 0,0517 b 0,0103 b 0,0299 a 0,0055 b 0,0906 b 0,0197 a 

14 0,0993 a 0,0168 a 0,0445 a 0,0105 a 0,1194 ab 0,0191 a 

45 0,0444 b 0,0116 ab 0,0308 a 0,0093 a 0,0703 a 0,0217 a 

70 0,0198 c 0,0115 ab 0,0163 b 0,0029 c 0,0522 c 0,0072 bc 

Média 0,0413  0,0109  0,0243  0,0061  0,0637  0,0138  
CV (%) 5,86   2,34   5,85   

Valores médios de 5 repetições, Letras minúsculas iguais na coluna e maiúsculas na 

linha, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade, 
ns não significativo. 
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