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RESUMO
O nitrogênio (N) é um macronutriente 

essencial à sobrevivência e ao crescimento dos 
organismos vegetais, pois é um dos principais 
componentes das estruturas dos ácidos nucléicos, 
proteínas e clorofila, além de participar de diver-
sos processos metabólicos da planta. Além da 
fixação biológica de N, o feijoeiro também pode 
obter o N das formas minerais nitrato e amônio. 
No entanto, é conhecido na ciência que estas 
fontes minerais promovem um efeito inibidor à 
nodulação e à FBN, e também provocam altera-
ções no pH da rizosfera ao serem absorvidas pela 
planta. Considerando que a rizosfera das plantas 
supridas com fontes nítricas de N via foliar é alca-
linizada e com fontes amoniacais de N via foliar é 
acidificada, este trabalho objetivou avaliar o efeito 
das alterações de pH rizosférico (pHR), causadas 
pelo metabolismo destas duas fontes minerais de 
N via foliar, na produção de nódulos radiculares. 
Os resultados mostraram que, dentre as fontes 
de N mineral aplicadas via foliar, o amônio foi a 
fonte que mais acidificou a rizosfera e, também, 
promoveu os maiores impactos negativos na no-
dulação do feijão (pHR 4,15 e 14 nódulos planta-1) 
em comparação com o nitrato (pHR 5,03 e 27 nó-
dulos planta-1).

Palavras chave: Balanço iônico. Nitrato. 
Amônio. Aplicação foliar. pH. Rizosfera. Rizóbio. 
Nodulação.

ABSTRACT
Nitrogen (N) is a macronutrient essen-

tial to the survival and growth of plant organ-
isms, as it is one of the main components of the 
structures of nucleic acids, proteins and chloro-
phyll, besides participating in several metabolic 
processes in plants. In addition to the biological 
N fixation, the common bean can also obtain 
the N of the nitrate and ammonium mineral 
forms. However, it is known in science that 
these mineral sources promote an inhibitory 
effect on nodulation and BNF, and also cause 
alterations in the pH of the rhizosphere when 
uptaked by the root plants. Considering that 
the rhizosphere of the plants supplied with ni-
tric sources of N through the leaf is alkalinized 
and with ammoniac sources of N via foliar is 
acidified, this work aimed to evaluate the ef-
fect of rhizospheric pH changes caused by the 
metabolism of these two mineral sources of N 
leaf applied, in the production of root nodules. 
The results showed that ammonium was the 
source that most acidified the rhizosphere and 
promoted the greatest negative impacts on bean 
nodulation (pH 4.14 and 14 plant-1 nodules) 
in comparison with nitrate (pHR 5.03 and 27 
plant-1 nodules).

Key words: Ionic balance. Nitrate. Am-
monium. Foliar application. pH. Rizosphere. 
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Rizobium. Nodulation.

1 INTRODUÇÃO
O nitrogênio (N) é um dos principais 

componentes das biomoléculas, fazendo par-
te da estrutura de ácidos nucléicos, proteínas, 
clorofila, entre outros, e participando de pro-
cessos metabólicos envolvidos no crescimento 
da planta, o que o torna um elemento essencial 
à sobrevivência e crescimento dos organismos 
vegetais (MACEDO, 2003). O nitrato (NO3

-) e 
o amônio (NH4

+) são as formas minerais de N 
absorvíveis pelas plantas e, no caso de espécies 
como o feijoeiro, existe também o processo de 
fixação biológica do N2 atmosférico (FBN) como 
fonte de N (HUNGRIA & KASCHUK, 2014; 
LEAL et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013; HUN-
GRIA et al., 1997).

O nitrato é absorvido ativamente, con-
tra um gradiente de potencial eletroquímico 
da membrana plasmática, em um cotranspor-
te (simporte) com prótons (MCCLURE et al., 
1990). Após absorvido o nitrato pode sofrer ação 
das enzimas nitrato redutase e nitrito redutase 
e ser reduzido a amônio, pode ser armazenado 
no vacúolo ou pode ser exportado para a parte 
aérea pelo xilema (SANTOS, 2006). A absor-
ção do amônio ocorre de forma passiva, a favor 
de um gradiente de potencial eletroquímico da 
membrana, através de um transportador do tipo 
uniporte (SANTOS, 2006). O amônio é incor-
porado à estrutura orgânica da planta (assimi-
lado) através da formação inicial de glutamina, 
processo comum para o amônio proveniente da 
absorção (amônio mineral), da redução do ni-
trato ou da FBN. A síntese de glutamina é inter-
mediada pela enzima glutamina sintetase (GS), 
onde o amônio é ligado ao grupo carboxílico do 
glutamato usando energia fornecida pelo ATP 
(SOUZA et al., 2002). A assimilação do amônio 
é finalizada com a produção de 2 glutamatos a 
partir da glutamina e do α-cetoglutarato, atra-
vés da ação da enzima glutamato oxo-glutarato 
amônio transferase (GOGAT) e gasto de poder 
redutor.

Já a FBN, ocorre através da interação en-
tre a planta fixadora e bactérias genericamente 
denominadas rizóbio, que quebra a tripla ligação 
do N2 atmosférico por meio da enzima nitro-
genase, transformando-o em amônio no inte-
rior dos nódulos radiculares, e a planta fornece 

fotoassimilados como fonte de energia para o 
desenvolvimento e manutenção dos nódulos 
(HUNGRIA & KASCHUK, 2014; MAHON, 
1979). Os primeiros passos da FBN envolvem 
diversos processos, onde o rizóbio necessita, 
antes de tudo, aproximar e colonizar a rizosfe-
ra (microrregião ao redor da raiz) para iniciar a 
formação dos nódulos nas raízes. A planta ex-
suda na rizosfera compostos orgânicos, como 
os flavonóides no caso do feijoeiro (ARAÚJO et 
al., 1996), para atrair as bactérias por quimio-
tactismo (DROZDOWICZ, 1991). As bactérias 
se aderem aos pêlos radiculares e compostos 
químicos induzem à transcrição de genes de 
nodulação nas bactérias, conduzindo à síntese 
dos fatores Nod, moléculas de lipoquitooligos-
sacarídeos responsáveis pelo reconhecimento 
entre bactéria e a planta hospedeira (LIMPENS 
& BISSELING, 2003). Os fatores Nod induzem 
as várias respostas na planta, como o aumen-
to da divisão celular no córtex radicular, defor-
mação dos pêlos radiculares e a transcrição de 
genes relacionados à formação do nódulo (LIM-
PENS & BISSELING, 2003; FISHER & LONG, 
1992). Com o nódulo formado, as bactérias 
mudam de forma e tamanho e perdem a motili-
dade, passando a se chamar bacteróides e fixar 
o N2 atmosférico. Embora o N seja um nutrien-
te essencial às plantas, altas concentrações de 
N mineral no meio de crescimento da planta 
inibem a nodulação e a FBN (COLLINO et al., 
2015; NOVA-FRANCO et al., 2015; REID et 
al., 2011; FERGUSON et al., 2013; JACOB et 
al., 1998; BANDYOPADHYAY et al., 1996; 
DENISON & HARTER, 1995; DUSHA 
et al., 1989; TANNER & ANDERSON, 
1964).

Dentre os mecanismos inibitórios à no-
dulação devido às altas concentrações de N, 
uma das razões pode estar associada às altera-
ções de pH ocorridas na rizosfera, consideran-
do que o rizóbio apresenta alta sensibilidade 
às condições inadequadas de pH no solo e na 
rizosfera (FARIAS et al., 2016; FERGUSON & 
GRESSHOFF, 2015; FERGUSON et al., 2013; 
CAMPANHARO, 2006; VINUESA et al., 2003; 
ANDRADE et al., 2002; MIGUEL & MOREI-
RA, 2001; RIBEIRO JÚNIOR et al., 1987).

As variações no pH rizosférico em plan-
tas absorvendo N mineral ocorrem devido a um 
processo chamado balanço iônico vegetal (MC-
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NEAR JR., 2013, MARSCHNER, 2012, SHEN 
et al., 2012; RAVEN et al., 1990). Este processo 
está fundamentado na necessidade da planta 
em compensar as cargas elétricas e em regular o 
pH celular, cujas variações internas estão rela-
cionadas ao influxo de íons de diferentes cargas 
no citossol. O controle do pH citoplasmático, 
para que seja mantido em valores próximos a 
7,3, é realizado por um sistema denominado 
“pH-stat”, que conta com a manutenção do 
pool de ácidos orgânicos que são carboxilados 
ou descarboxilados no interior da célula e está 
associado às trocas de prótons com o meio ex-
terno com a participação das H+-ATPases (HIN-
SINGER et al., 2003).

Neste sentido, a geração de acidez ou al-
calinidade na rizosfera é diretamente influencia-
da pela absorção de íons e ocorre pela absorção 
desigual de nutrientes catiônicos em relação aos 
aniônicos, quando expressos em equivalências 
de cargas (HAYNES, 1990). Como o N é o úni-
co o nutriente mineral absorvido como cátion 
(amônio) e ânion (nitrato), e por ser demanda-
do em altas quantidades, a absorção destas duas 
formas de N promovem a acidificação e a alca-
linização da rizosfera, respectivamente (MARS-
CHNER, 2012; RODRIGUEZ et al., 2008; CAR-
VALHO et al., 2005; HINSINGER et al., 2003; 
JACOB NETO, 2003; RAVEN et al., 1990). É 
importante ressaltar que a FBN, assim como o 
amônio mineral, também gera acidificação da 
rizosfera, cuja explicação também está baseada 
na necessidade da planta em equilibrar eletro-
quimicamente o meio intracelular. Neste caso, 
ao metabolizarem biologicamente o N2 atmos-
férico, que apesar de ser uma molécula neutra 
em relação à carga, as plantas absorvem do solo 
mais cátions do que ânions e, consequentemen-
te, liberam na rizosfera excessos de cargas positi-
vas em relação às negativas, gerando acidificação 
neste ambiente (TANG et al., 1997; ALLEN et 
al., 1988; JARVIS & ROBSON, 1983).

Considerando que o balanço iônico ve-
getal envolve a necessidade da planta em ex-
cretar na rizosfera excessos de cargas elétricas 
para regular-se internamente, a planta como 
um todo, entende-se que a aplicação de N via 
foliar também pode alterar o pH da rizosfera, 
especialmente considerando que no metabolis-
mo do N na planta existe uma estreita relação 
entre as folhas e as raízes, estabelecida graças às 
translocações existentes entre estes dois órgãos 

da planta (GASSER et al., 2015). Neste sentido, 
diversas pesquisas indicam que produtos apli-
cados ou metabolizados nas folhas podem ser 
translocados para as raízes, resultando em al-
terações das propriedades químicas e biológicas 
da rizosfera (IMPARATO et al., 2016; GASSER 
et al., 2015; LANE et al., 2012; SCAGEL, 2008; 
YILDIRIM et al., 2007; VRANY, 1974; VRANY, 
1972; BEN ZIONI et al.; 1971; RAMACHAN-
DRA REDDY, 1968; RAMACHANDRA RE-
DDY, 1959; HALLECK & COCHRANE, 1950). 
Pesquisadores da área de microbiologia, por 
exemplo, verificaram a possibilidade de modifi-
car a dinâmica microbiana da rizosfera através 
da aplicação foliar de produtos como fungicidas 
(HALLECK & COCHRANE, 1950), micronu-
trientes (RAMACHANDRA REDDY, 1968) e 
ureia (VRANY, 1974; RAMACHANDRA RE-
DDY, 1959). Mais recentemente cientistas ob-
servaram que o herbicida glifosato aplicado nas 
folhas também altera as condições químicas 
da rizosfera e a atividade microbiológica nesta 
região (IMPARATO et al., 2016; LANE et al., 
2012).

Na nutrição nitrogenada, as inter-rela-
ções entre folhas e raízes estão demonstradas 
no modelo proposto por BEN ZIONI et al. 
(1971) para plantas de soja crescidas com nitra-
to. Após o metabolismo foliar, o malato produ-
zido na folha com o uso da OH- resultante da 
redução do nitrato é transportado pelo floema, 
acompanhado de K+, para ser descarboxilado 
na raiz com a produção de HCO3

-, que pode ser 
liberado na rizosfera alcalinizando-a (TOURAI-
NE et al., 1992). No modelo de BEN ZIONI et 
al. (1971), o HCO3

- produzido na raiz é trocado 
por um novo nitrato, que é transportado para 
a parte aérea pelo xilema, também na presen-
ça de K+, estabelecendo-se assim um proces-
so de redução de nitrato nas folhas controlado 
pela absorção de nitrato nas raízes. De acordo 
com SCAGEL (2008), a aplicação de ureia via 
foliar pode alterar a exsudação pelas raízes e, 
consequentemente, alterar também o pH da ri-
zosfera (GASSER et al.; 2015) e a disponibilida-
de de nutrientes (YILDIRIM et al., 2007). Desta 
mesma maneira, no trabalho de VRANY (1972) 
a aplicação de ureia via foliar em plantas de trigo 
cultivadas em um solo contaminado pelo fungo 
Fusarium sp. promoveu alterações químicas na ri-
zosfera, que resultou em impactos nas populações 
microbiológicas de fungos e bactérias desta região.
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Considerando que o rizóbio que nodula o 
feijoeiro é sensível às condições inadequadas de 
pH na rizosfera, e que a aplicação via foliar das 
diferentes fontes minerais de N podem causar 
diferentes alterações no pH da rizosfera, local 
onde o rizóbio necessita aproximar-se e colo-
nizar para formar nódulos, este trabalho obje-
tivou avaliar a nodulação do feijoeiro suprido 
com diferentes fontes de N via foliar.

2 METODOLOGIA

2.1 Local de crescimento das plantas e 
preparo das sementes

Foram realizados 2 experimentos em câ-
mara de crescimento instalada no Laboratório 
de Química da Rizosfera do Instituto de Agro-
nomia da UFRRJ, sob iluminação com lâm-
padas incandescentes e fluorescentes, taxa de 
luminosidade média de 400 Lux e fotoperíodo 
de 12/12 horas (luz/escuro). As paredes inter-
nas foram revestidas com papel alumínio e a 
temperatura foi constantemente controlada na 
faixa de 25ºC ± 2ºC com o uso de condicio-
nador de ar. As sementes de feijão da cultivar 
Ouro Negro foram padronizadas por tamanho 
e inoculadas com inoculante turfoso produzido 
pela Embrapa Agrobiologia contendo em torno 
de 108 células g-1 das estirpes BR-322 e BR-520 
de Rhizobium tropici, com a inoculação feita no 
mesmo dia da semeadura. Foi feita uma pasta 
de inoculante com água destilada, aplicada de 
forma a recobrir toda a superfície das sementes, 
e em seguida as sementes foram conduzidas à 
secagem na sombra sob temperatura ambiente. 
No experimento 1 o feijoeiro foi cultivado em 
solução nutritiva para facilitar o monitoramen-
to das variações de pH do meio externo às raí-
zes do feijoeiro submetido às diferentes fontes 
de N aplicadas via foliar. No experimento 2 as 
plantas de feijão, supridas com as mesmas fon-
tes de N via foliar, foram cultivadas em vasos 
com areia, visando avaliar aos 10 DAE os valo-
res de pH rizosférico e a produção de nódulos. 

2.2 Experimentos

2.2.1 Experimento 1 (solução nutritiva)
Com o objetivo de estudar se a aplicação 

de fontes nitrogenadas via foliar nas plantas de 
feijão poderia alterar o pH da solução nutritiva, 
via liberação de OH-/H+ pelas raízes, este expe-
rimento foi instalado em um delineamento in-
teiramente casualizado com 5 fontes de nitrogê-
nio (sem N, KNO3, (NH4)2SO4, NH4NO3 e uréia 
- CO(NH2)2 ) e 4 repetições. Após a realização 
do teste de toxidez, devido à aplicação direta de 
N nas folhas, foi determinada a concentração 
de 1,35% de N para todas as fontes, correspon-
dente à concentração de N em uma solução 3% 
de uréia, dose considerada de baixa toxidez ao 
feijoeiro (ALMEIDA et al., 2000). As semen-
tes da cultivar Ouro Negro foram inoculadas e 
germinadas em areia lavada, posteriormente as 
plântulas aos 4 dias após a emergência foram fi-
xadas em placas circulares de isopor e colocadas 
em vasos com 300 mL com a solução nutritiva 
ionicamente balanceada e constantemente ae-
rada com o uso de compressores de aquário.

Neste mesmo dia foi feita a aplicação 
única do N através de pulverização nas folhas 
cotiledonares que se já encontravam completa-
mente abertas. As plantas foram isoladas com-
pletamente com algodão e papel alumínio no 
processo de pulverização foliar para não cair 
N na solução nutritiva. A solução nutritiva foi 
composta por 0,5 mM de K na forma de K2SO4; 
0,5 mM de Ca na forma de CaCl2.2H2O; 0,5 
mM de Mg na forma de MgSO4.7H2O; 0,5 mM 
de P na forma de NaH2PO4.2H2O; 10 µM de Fe 
na forma de FeNa-EDTA; 0,5 µM de B na forma 
de H3BO3; 0,4 µM de Mn na forma de MnSO4.
H2O; 0,16 µM de Zn na forma de ZnSO4.7H2O; 
0,04 µM de Cu na forma de CuSO4.5H2O; 0,04 
µM de Co na forma de CoCl2.6H2O e 0,5 µM 
de Mo na forma de Na2Mo4.2H2O. Esta solução 
nutritiva foi adaptada da metodologia proposta 
por JACOB NETO (2003). Apesar da elevação 
da concentração de cálcio, magnésio e fósforo 
para 0,5 mM o equilíbrio de cargas da solução 
foi conservado. As leituras de pH da solução 
nutritiva foram feitas nos tempos de 14, 24, 
40, 64, 88, 112, 136, 160 e 280 horas após a 
aplicação da solução nitrogenada do respectivo 
tratamento nas folhas.

2.2.2 Experimento 2 (vasos com areia)
Após a realização do experimento 1, onde 

foi verificado que a aplicação foliar altera o pH 
rizosférico e pode ser usada para separar o efei-
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to do contato direto das fontes de N nas raízes 
da extrusão de OH-/H+ na rizosfera via meta-
bolismo foliar, este experimento foi realizado 
no substrato areia com a aplicação do N tam-
bém via foliar. Neste experimento a dosagem de 
N foi dividida em duas pulverizações foliares, 
aplicadas na concentração de 0,67%, aos 4 e 6 
DAE. O delineamento experimental, tratamen-
tos e número de repetições foram os mesmos do 
experimento 1. As plantas de feijão foram culti-
vadas em potes de plástico sem drenagem com 
230 g de areia. As sementes inoculadas foram 
posicionadas na região central do vaso e cober-
tas por uma camada de 1 cm de areia.

A adubação dos vasos, exceto com N, foi 
realizada no mesmo dia da semeadura. Os cál-
culos para a massa de fertilizantes aplicados por 
hectare foram feitos considerando uma cama-
da de 20 cm de solo por hectare com massa de 
2.000.000 de quilogramas, sendo a densidade 
considerada igual a 1 (um). A adubação de base, 
para todos os nutrientes menos o N, foi feita 
através de aplicações de 0,5 mL por vaso da so-
lução de K2SO4 (0,5 M) e 1 mL por pote das 
soluções de CaCl2.2H2O (0,5 M), MgSO4.7H2O 
(0,5 M), NaH2PO4.2H2O (0,5 M), resultando 
nas massas de 170 kg de K ha-1, 174 kg de Ca 
ha-1, 104 kg de Mg ha-1 e 135 kg de P ha-1. Para 
os micronutrientes foi aplicado 1 mL por pote 
da solução estoque de micronutrientes, que foi 
preparada de acordo com a metodologia pro-
posta por JACOB NETO (2003) com a seguinte 
composição: 2.302 mg/L de FeCl3.6H2O; 1.289 
mg/L de EDTA; 31 mg/L de H3BO3; 67,6 mg/L 
de MnSO4.H2O; 45,92 mg/L de ZnSO4.7H2O; 
9,96 mg/L de CuSO4.5H2O; 9,51 mg/L de 
CoCl2.6H2O e 121 mg/L de Na2Mo4.2H2O, re-
sultando nas massas finais de 3.011 g ha-1 de 
Fe;  41 g ha-1 de B; 191 g ha-1 de Mn; 91 g ha-1 
de Zn; 22 g ha-1 de Cu; 17 g ha-1 de Co e 417 g 
ha-1 de Mo. A irrigação foi feita constantemente 
através da aplicação de água destilada em quan-
tidades suficientes para manter a areia apenas 
úmida. Aos 2 dias após a emergência (6 dias 
após a semeadura) foi feito o desbaste, visando 
manter a plântula mais saudável de cada vaso e 
a mais uniforme em relação às dos demais va-
sos. Foi realizada uma amostragem aos 10 DAE 
para avaliação do número de nódulos e o pH da 
rizosfera do feijoeiro. 

2.3 Parâmetros avaliados nos experi-
mentos

2.3.1 Número de nódulos
Após a retirada das plantas dos vasos 

para a coleta do material mineral (areia e solo) 
para avaliação do pH da rizosfera, as raízes fo-
ram cuidadosamente lavadas com água corren-
te para não prejudicar os nódulos. A avaliação 
do número de nódulos foi realizada logo em 
seguida, enquanto os nódulos apresentavam-se 
bem frescos. A contagem dos nódulos foi feita 
sob uma lupa circular provida de lâmpada fluo-
rescente sobre um pano preto.

2.3.2 Avaliações de pH na solução nutri-
tiva e na rizosfera do feijoeiro

No experimento 1, com o uso do apare-
lho SCHOTT-HANDYLAB 1, foram feitas lei-
turas no pH da solução nutritiva nos tempos de 
14, 24, 40, 64, 88, 112, 136, 160 e 280 horas 
após a aplicação da solução nitrogenada nas fo-
lhas. No experimento 2, as plantas foram reti-
radas do vaso plástico e erguidas pelo caule para 
a retirada da areia e do solo das regiões mais 
distantes das raízes (região não rizosférica), per-
manecendo apenas a pequena porção aderida às 
raízes (areia ou solo da região da rizosfera). Esta 
porção foi extraída através de agitação leve em 
um copo plástico, evitando choques e possíveis 
danos aos nódulos. Foi feita a avaliação de pH 
em água, onde o extrato aquoso foi preparado 
conforme a metodologia da Embrapa em uma 
proporção 1:2,5 entre areia (ou solo) e água, com 
10 gramas de material e 25 mL de água deioni-
zada. O extrato foi feito através de agitação de 2 
minutos e repouso por 2 horas. No momento da 
leitura foi realizada nova agitação de aproxima-
damente 1 minuto e a leitura também foi feita 
com o aparelho SCHOTT-HANDYLAB 1.

2.4 Análises de estatística
Para o experimento 1 foi feita ANOVA 

em esquema fatorial no SAEG, sendo neste 
programa também realizado o teste de média 
Tukey com 5% de significância (tabela 1). Tanto 
a ANOVA quanto o teste de Tukey foram reali-
zadas assumindo distribuição normal e homo-



62  

Ricardo Antônio Tavares de Macedo

gênea dos dados, obtida pelo teste de Lilliefors 
e teste de Cochran e Bartlett. No experimento 
2 (tabela 2), para cada parâmetro analisado (nú-
mero de nódulos e pH da rizosfera) foi feita uma 
ANOVA geral e, por apresentarem normalidade 
e homegeneidade, em seguida foi feito o teste 
Tukey (5%). Para ambos os experimentos, estão 
apresentados os dados da ANOVA e os valores 
da probabilidade (Pr > F) seguindo a distribui-
ção de Snedecor, encontrados pela análise das 
variâncias, para os fatores analisados.

3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1
Os fatores deste estudo foram fontes de 

N e tempos de leitura do pH da solução nutri-
tiva após a aplicação do N via foliar. Os valo-
res de F na análise da variância (Pr > F) foram 
significativos para todas as variáveis envolvidas 
no experimento e para a interação entre elas 
(tabela 1). Verificou-se uma queda gradativa do 
pH da solução nutritiva em função do tempo, 
independente da fonte de N. Na média geral 
das fontes de N aplicadas na folha do feijoeiro é 
possível notar que o nitrato foi a fonte que pro-
porcionou os maiores valores de pH da solução 
nutritiva, seguido sequencialmente do nitrato 
de amônio, uréia (CO(NH2)2), amônio e por fim 
o tratamento sem N, que mais acidificou a so-
lução nutritiva. Na análise da variável fonte de 
N, observa-se que no primeiro período após a 

aplicação do N (14 horas) não houve diferença 
significativa entre as fontes de N. Com 24 ho-
ras houve a verificação dos maiores valores de 
pH com uso do nitrato em relação às demais 
fontes de N.

A partir de 40 horas após a aplicação ini-
ciou a formação de três grupos de valores de 
pH, com os maiores valores para o tratamen-
tos com nitrato, valores intermediários de pH 
nos tratamentos com nitrato de amônio, uréia 
e amônio e os menores valores de pH no tra-
tamentos sem N. Nas medições realizadas 88 
e 112 horas após a aplicação do N via foliar o 
tratamento com amônio teve o valor de pH in-
ferior aos tratamentos com nitrato de amônio 
e uréia. O nitrato permaneceu proporcionando 
os maiores valores de pH, e a testemunha sem 
N os menores valores, até a última leitura com 
280 horas após a adubação com N, indicando 
que quando não suprida com N a planta começa 
a acidificar o meio externo às raízes. No tempo 
de 280 horas as plantas com nitrato de amônio, 
uréia e amônio proporcionaram valores de pH 
da solução sem diferenças significativas. Com 
relação à variável “tempo” nota-se na tabela 1, 
para todas as fontes de N e também para o tra-
tamento sem N, a mesma tendência existente 
na média geral para o fator pH, ou seja, do de-
créscimo progressivo do pH da solução ao longo 
do tempo até a última leitura realizada com 280 
horas após a aplicação do N. Depois de 10 horas 
após aplicação de N os valores de pH das solu-
ções começaram a alterar.

Tabela 1: Variação do pH da solução nutritiva do feijoeiro devido ao efeito de diferentes fontes de N via foliar e do tempo após a aplicação. Resultados da ANOVA (Pr > 
F) realizada em dados não transformados.

Horas após aplicação de nitrogênio via foliar

Fonte de N 14 24 40 64 88 112 136 160 280
Média 
geral 

Fonte N
Sem N 5,41 Aa 4,78 Bb 4,58 BCc 4,24 CDd 3,97 DEd 3,82 DEFd 3,55 EFGd 3,47 FGd 3,21 Gc 4,11 e

NO3‑ 5,65 Aa 5,41 Aba 5,42 ABa 5,40 ABa 5,42 ABa 5,34 ABa 5,25 ABCa 5,21 BCa 4,83 Ca 5,32 a

NH4+ 5,28 Aa 4,78 Bb 4,73 BCbc 4,57 
BCDcd

4,46 
BCDEc 4,31 CDEc 4,21 DEc 4,07 EFc 3,71 Fb 4,46 d

NH4NO3 5,38 Aa 5,02 ABb 4,90 ABb 4,90 ABb 4,90 ABb 4,80 Bb 4,71 Bb 4,61 Bb 3,94 Cb 4,82 b

CO(NH2)2 5,34 Aa 4,91 ABb 4,83 BCbc 4,74 
BCDbc

4,56 
BCDEc

4,42 
CDEFc

4,38 
DEFbc 4,28 EFbc 4,05 Fb 4,61 c

Pr > F

Fonte de N 0,0001

Tempo (T) 0,0001

Fonte N x T 0,0001

CV% 4,224
  Médias seguidas de letras maiúsculas na linha e minúsculas na coluna não diferem estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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3.2 Experimento 2
Neste experimento as plantas de feijão 

também foram supridas com N via foliar utili-
zando-se as mesmas fontes de N, porém, neste 
caso, com o cultivo em areia. O uso deste meio 
teve o objetivo de verificar a nodulação do fei-
joeiro na coleta aos 10 DAE onde também foi 
avaliado o pH rizosférico. A tabela 2 mostra que 
na análise da variância houve significância para 
ambos os parâmetros avaliados. O amônio foi a 
fonte que proporcionou a maior acidez na rizos-
fera, com o valor significativamente inferior aos 
obtidos nas demais fontes de N e das plantas 
sem N. A uréia e o nitrato de amônio foram 
as fontes de N intermediárias no processo de 
acidificação da rizosfera do feijoeiro. A rizosfera 
das plantas sem N teve valores de pH estatis-
ticamente semelhantes ao das plantas com ni-
trato de amônio e superior aos das plantas com 
uréia. Assim como verificado no experimento 
em solução nutritiva, na areia foram também 
observados valores estatisticamente superiores 
de pH na rizosfera das plantas que receberam 
o nitrato em relação às demais fontes testadas 
(tabela 2).

Quanto à nodulação, representada pelo 
número de nódulos planta-1, os menores índi-
ces foram verificados nas plantas que recebe-
ram o amônio, uréia e nitrato de amônio, não 
havendo diferenças estatisticamente significati-
vas entre estas fontes de N. Como estas fontes 
de N mineral foram as que mais acidificaram 
a rizosfera, este é um forte indício do efeito do 
H+ liberado na rizosfera pelo feijoeiro, devido 
ao metabolismo destas fontes de N, reduzindo a 
colonização da rizosfera pelo rizóbio. Nas plan-
tas crescidas com nitrato houve superioridade 
na nodulação quando comparadas às plantas 
adubadas com demais fontes minerais de N, 
porém estas plantas com nitrato tiveram no-
dulação inferior às das plantas sem N mineral, 
dependentes apenas da fonte atmosférica (N2). 
Os resultados deste experimento mostram a 
existência de uma relação muito estreita entre 
o processo de inibição da nodulação das plantas 
de feijão e as modificações do pH da rizosfe-
ra afetada pelo metabolismo do N onde, neste 
caso, destaca-se a influência da acidificação de-
vido ao efeito do metabolismo do N, principal-
mente na forma de amônio, sobre o processo de 
nodulação do feijoeiro.

Tabela 2: Médias do número de nódulos planta‑1 
e do pH da rizosfera do feijoeiro devido ao efeito 
de diferentes fontes de N via foliar. Resultados 
da ANOVA (Pr>F) realizada em dados coletados 
aos 10 DAE, transformados por √x + 1 para 
número de nódulos e não transformados para 
pH rizosférico.

Fontes de N pH da rizosfera
               Nº de nódulos

Sem N 4,80 ab 35 a

N‑NO3 5,03 a 27 b

N‑NH4 4,15 d 14 c

N‑NH4NO3 4,71 bc 19 c

N‑CO(NH2)2 (uréia) 4,46 c 17 c

Pr > F 0,0001 0,0001

CV% 2,816 16,096

Médias seguidas de letras minúsculas na coluna não diferem estatisticamente 
entre si (teste Tukey 5%).

4 DISCUSSÃO
Foram avaliados nestes experimentos o 

efeito do balanço iônico vegetal, através da ex-
trusão de H+/OH- na rizosfera, na nodulação do 
feijoeiro devido à aplicação de N via foliar, evi-
tando o contato do N com o rizóbio e um pos-
sível efeito direto nas raízes. Previamente, foi 
feita uma avaliação das variações de pH da so-
lução nutritiva de plantas que receberam N via 
foliar (exp. 1), através de medições em diversas 
épocas, após a aplicação na folha de diferentes 
fontes de N nas mesmas concentrações. Neste 
ensaio, não foi feito o controle do pH da solução 
nutritiva, uma vez que o objetivo do estudo foi 
investigar as suas variações a partir da aplicação 
das diferentes fontes de N via foliar. Foi obser-
vada, no experimento 1, uma progressiva acidi-
ficação do meio externo às raízes para todos os 
tratamentos. Entretanto, observou-se que nas 
plantas adubadas com nitrato a acidificação da 
solução nutritiva foi amenizada em relação às 
plantas supridas com fontes amoniacais, mos-
trando que independente do órgão de absorção 
do N, neste caso foi a folha, a rizosfera teve o 
pH alterado pelo metabolismo deste elemento.

Nas plantas sem N a deficiência nutricio-
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nal é apontada como o principal agente inten-
sificador da acidificação da solução nutritiva, 
especialmente considerando que a liberação de 
ácidos orgânicos pelas raízes é descrita por JO-
NES (1998) como uma das principais respostas 
das plantas ao estresse por deficiência de mine-
rais. No caso do feijoeiro, com a depleção total 
do N nas reservas da semente é fundamental 
a presença do N no solo ou o funcionamento 
dos nódulos nas plantas dependentes exclusi-
vamente da FBN (HUNGRIA & KASCHUK, 
2014; HUNGRIA et al.; 1991). No experimen-
to em areia (exp. 2) também foi verificado que 
o amônio foi a fonte de N que mais acidificou 
a rizosfera do feijoeiro e, neste experimento, a 
que mais inibiu a nodulação. Os resultados des-
te experimento mostram uma estreita relação 
entre o fornecimento de N mineral via foliar, a 
necessidade da planta em balancear-se eletrica-
mente liberando na rizosfera cargas correspon-
dentes às cargas dos íons absorvidos pela plan-
ta (MARSCHNER, 2012; RODRIGUEZ et al., 
2008; HINSINGER et al., 2003; JACOB NETO, 
2003; RAVEN et al., 1990) e a inibição da no-
dulação devido à condição de pH inadequada ao 
rizóbio gerada na rizosfera (FARIAS et al., 2016; 
FERGUSON & GRESSHOFF, 2015; FERGU-
SON et al., 2013;; CAMPANHARO, 2006). A 
relação entre as modificações do pH rizosférico 
e a inibição da nodulação mostra-se consistente 
quando é feito um comparativo entre as quatro 
fontes de N.

Comparando as plantas supridas com ni-
trato com as plantas sem N nota-se que estas 
últimas apresentaram maior número de nódu-
los radiculares, mesmo com a geração de valores 
de pH inferiores aos das plantas com nitrato. 
O fato da FBN ser estimulada quando a planta 
está com deficiência de N pode explicar porque 
as plantas sem N tiveram a maior nodulação 
e a rizosfera mais acidificada, tendo em vista 
que a FBN acidifica esta região (TANG et al., 
1997; ALLEN et al., 1988; JARVIS & ROBSON, 
1983). A relação entre aplicação de substâncias 
via foliar e alterações na rizosfera, observadas 
nestes experimentos com aplicação de N via fo-
liar, é investigada há várias décadas. Alterações 
na atividade de microrganismos na rizosfera fo-
ram estudadas por pesquisadores da área de mi-
crobiologia, que verificaram em alguns casos a 
possibilidade de modificar a dinâmica química e 
microbiológica da rizosfera através da aplicação 

de diversos produtos na folha, como fungicidas 
(HALLECK & COCHRANE, 1950), micronu-
trientes (RAMACHANDRA REDDY, 1968), 
glifosato (IMPARATO et al., 2016; LANE et al., 
2012) e ureia (GASSER et al., 2015; SCAGEL, 
2008; YILDIRIM et al., 2007; VRANY, 1974; 
RAMACHANDRA REDDY, 1959).

A aplicação de uréia via foliar em plantas 
de trigo cultivadas em um solo contaminado 
pelo fungo Fusarium sp. resultou na redução da 
população do fungo na rizosfera e aumento nas 
populações de bactérias (VRANY, 1972). Em 
uma análise comparativa entre sorgo e crota-
lária BALASUBRAMANIAM & RANGASWA-
MI (1973) notaram que a aplicação de NaNO3 
(0,1%) via foliar aumentou o teor de aminoáci-
dos na rizosfera da leguminosa e alterou quali-
tativamente os açúcares liberados pela planta, 
o que supostamente foi o principal fator para 
incrementar a população de bactérias, fungos e 
actinomicetos na rizosfera de ambas as espécies 
vegetais estudadas. RANGA RAO et al. (1972) 
aplicaram o regulador de crescimento morfacti-
na nas folhas de plantas de pimentão e observa-
ram que a população fúngica da rizosfera foi for-
temente reduzida nas mais altas dosagens, cujo 
efeito foi associado ao retardo no crescimento 
das raízes laterais e às alterações nos padrões 
dos exsudatos.

Estes autores atribuíram os efeitos da 
aplicação de substâncias na folha sobre varia-
ções na atividade de microorganismos mais às 
produções de diferentes compostos pela planta, 
e liberação dos mesmos na rizosfera, do que aos 
possíveis efeitos do pH ocorridos nesta região. 
A ação da acidez da rizosfera sobre a redução da 
nodulação pelo rizóbio foi, no presente trabalho, 
muito possivelmente, associada à sensibilidade 
do microorganismo a esta condição ambiental 
desfavorável à sobrevivência e colonização desta 
região pelas bactérias (FARIAS et al., 2016; FER-
GUSON & GRESSHOFF, 2015; FERGUSON et 
al., 2013; ANDRADE et al., 2002; MIGUEL & 
MOREIRA, 2001; GRAHAM & VANCE, 2000; 
VARGAS & GRAHAM, 1988). A acidificação 
da rizosfera devido à aplicação de amônio via 
foliar, por sua vez, possui relação com o balan-
ço iônico vegetal, processo que leva em conta o 
equilíbrio das cargas internas da planta, como 
um todo (ALLEN et al., 1988), para que haja 
distribuição de cargas em toda a planta e a ele-
troneutralidade interna seja mantida.
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De acordo com KIRKBY & KNIGHT 
(1977) a distribuição das cargas em toda a plan-
ta do tomateiro foi acompanhada pela absorção 
de nitrato, taxa de acúmulo de ânions e taxa 
de liberação de OH- na solução nutritiva. O 
acúmulo de ânions na planta, promovido pelo 
aumento do nitrato na solução, foi mais evi-
dente na parte aérea do que na raiz. Foi gerado 
um acúmulo de ânions orgânicos na parte aé-
rea, que normalmente é balanceado por cátions 
acompanhando o nitrato, com destaque para o 
potássio. As relações entre parte aérea e siste-
ma radicular envolvendo transporte de íons e 
compostos orgânicos, sob a ação do balanço iô-
nico da planta, explicam a correlação entre a 
aplicação de N foliar e as alterações no pH da 
rizosfera e destas com a magnitude da nodula-
ção do feijoeiro neste trabalho. Acredita-se, por 
exemplo, que o conjunto de mecanismos pelos 
quais o nitrato aplicado via foliar promoveu a 
menor acidificação da rizosfera, permitindo 
melhor nodulação em relação às plantas com 
amônio, seja o mesmo ocorrido com o nitrato 
aplicado pela raiz e reduzido na folha, local pre-
dominante para a redução do nitrato (IMSAN-
DE & TOURAINE, 1994; KIRKBY & KNIGHT, 
1977).

No caso do amônio, no presente traba-
lho, quando fornecido às folhas do feijoeiro 
provocou maior acidificação da rizosfera e pro-
moveu acentuada redução no número de nódu-
los. A explicação fisiológica para este efeito está 
relacionada aos decréscimos do pH apoplástico 
de plantas supridas com amônio via foliar, fato 
verificado por MUHLING & LÄUCHLI (2001) 
quando testavam várias formas de aplicação de 
diferentes fontes de N em plantas de feijão e 
milho. Outra observação destes autores, que 
evidenciam as interações raiz/parte aérea em 
relação ao balanço iônico, foi que a partir da 
aplicação de nitrato e amônio na solução nu-
tritiva detectou-se nas folhas elevação do pH 
apoplástico na presença do nitrato e acidifica-
ção com o amônio, concluindo que a atividade 
da enzima nitrato redutase da raiz foi respon-
sável pelas concentrações de nitrato e variações 
do pH na folha. Já o gás amônia fumigado na 
folha gerou uma resposta bifásica, ou seja, uma 
alcalinização seguida de acidificação. Para YIN 
et al., (1998) a alcalinização do citossol 
e vacúolo das folhas submetidas ao gás 

amônia foi causada, em seu trabalho, 
pela solução e protonação de NH3

+ nos 
compartimentos aquosos de folhas. A 
assimilação foliar da amônia em plantas 
de cevada e espinafre resultou em alterações 
citossólicas dos teores de aminoácidos (incre-
mentos) e sacarose (reduções), correlacionadas 
com as variações ocorridas no apoplasto e na 
seiva do floema (LOHAUS & HELDTH, 1997), 
onde se acredita que foram geradas alterações 
nas propriedades eletroquímicas da raiz e da 
rizosfera. Nestes trabalhos foi mostra-
do que as folhas podem absorver o gás 
amoníaco atmosférico e utilizá-lo como 
fonte de N (FARQUHAR et al., 1980), 
em um processo onde a planta incorpo-
ra o amônio em aminoácidos através do 
complexo GS/GOGAT (BERGER et al., 
1986).

No presente trabalho em plantas de fei-
jão, a aplicação foliar de uréia, assim como ni-
trato de amônio, proporcionou acidificação ri-
zosférica menos expressiva do que com o uso 
de amônio, o que não foi uma surpresa consi-
derando o seu metabolismo em relação ao do 
íon amoniacal. É comum a utilização de uréia 
via foliar em soluções com concentrações na or-
dem de 2% em plantas de feijão (ALVIM, 1960), 
sendo normalmente utilizada como fonte com-
plementar de N. A uréia aplicada é rapidamente 
absorvida e no citoplasma passa pela hidrólise 
que libera NH3

+, cuja protonação alcaliniza o 
pH citoplasmático (WITTE et al., 2002). Em-
bora sejam poucas as informações referentes 
aos efeitos da assimilação foliar da uréia sobre 
possíveis variações químicas e microbiológicas 
na rizosfera, presume-se aqui que mesmo pro-
movendo uma alcalinização inicial, seja possí-
vel o surgimento de uma acidificação posterior, 
como mencionado para a amônia fumigada nas 
folhas, por se tratar da entrada na planta de um 
íon de carga positiva que necessita da liberação 
de uma molécula de carga similar para a planta 
equilibrar-se ionicamente.

No caso do nitrato de amônio o pH da 
rizosfera foi estatisticamente igual ao da tes-
temunha sem N, explicado pelo fato desta ser 
uma fonte eletricamente estável de N, com a 
presença de um íon de nitrato (-) e um íon de 
amônio (+). Em relação ao tratamento sem N 
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mineral, onde o N2 atmosférico surge como a 
única possível fonte de N para as plantas ino-
culadas, os baixos valores de pH na rizosfera 
foram promovidos pela planta, que ao assimilar 
biologicamente o N2 libera excessos de cargas 
positivas na rizosfera em relação às negativas 
gerando acidificação neste ambiente (TANG et 
al., 1997; ALLEN et al., 1988; JARVIS & RO-
BSON, 1983). Vale ressaltar que, pelos dados 
destes experimentos, as variações de pH rizos-
férico são atribuídas aos efeitos do balanço de 
cargas das plantas submetidas às fontes catiô-
nicas ou aniônicas de N na folha e estão asso-
ciadas tanto ao processo de absorção foliar do 
N, como verificado em plantas com N radicular 
que extrusam H+ ou OH-, quanto ao processo 
de assimilação foliar do N. Neste caso, poste-
riormente à incorporação do N em estruturas 
orgânicas alguns processos metabólicos, como 
a descarboxilação de ácidos orgânicos, ocorrem 
para que cargas excedentes sejam, ao final, li-
beradas pela raiz, órgão que possui entre outras 
funções a de excretar diversos íons, compostos 
e substâncias no meio externo (HINSINGER et 
al., 2003). É importante mencionar ainda que 
como as variações de pH rizosférico das plantas 
com N via foliar iniciam-se logo nas primeiras 
horas após a pulverização com N, verificado no 
experimento 1 em solução nutritiva, é muito 
provável que o amônio aplicado na folha co-
meçou a acidificar a rizosfera no momento da 
aproximação do rizóbio, consequentemente, in-
fluenciando a infecção e a formação dos nódu-
los (exp. 2).

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS
De acordo com os resultados apresenta-

dos e discutidos neste trabalho, conclui-se:
- A aplicação de N via foliar alterou o pH 

da rizosfera e influenciou a nodulação.
- O amônio foi a fonte de N que mais aci-

dificou a rizosfera e mais afetou a nodulação, 
associando a extrusão de H+ à aproximação do 
rizóbio e nodulação do feijoeiro.

- Nas plantas sem N ocorreu a maior no-
dulação e houve acidificação da rizosfera.

- Em todos os tratamentos foi verificada 
acidificação da solução nutritiva.
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