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Resumo Estudo do fracionamento isotopico
de nitrogénio aplicado a gramineas
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diferencas na capacidade de fixar e transferir N entre espécies de leguminosas perenes e gramineas existem
varias técnicas que tem sido utilizadas, como a reducdo de acetileno, diluicao isotépica de N e abundéancia
natural de N. No entanto, as caracteristicas responséveis por estas variagdes precisam ser, em grande parte,
identificadas. Esta revisao teve como objetivo comparar a dindmica de transferéncia e fixacdo de N entre
gramineas e leguminosas forrageiras.

Palavras chave: técnicas isotdpicas, abundancia natural de ®N, FBN

Study of isotopic fractionation of nitrogen applied to grasses and forage legumes

Abstract

Studies about isotopic composition of nitrogen in soil and plant matter to identify differences in
biogeochemical cycling processes of this element in ecosystems. To assess the contribution of BNF, as well
as differences in ability to fix and transfer N among species of perennial leguminous crops and grasses there
are several techniques that have been used as the acetylene reduction, isotopic dilution N and **N natural
abundance. However, the features responsible for these changes need to be largely identified. This review
aimed to compare the dynamics of transfer and fixing N between grasses and forage legumes.

Key words: isotopic techniques, ®N natural abundance, BNF

Estudio del fraccionamiento isotopico del nitrégeno aplicado a las gramineasy
leguminosas forrajeras

Resumen

Los estudios de la composicion isotdpica del nitrégeno en el suelo y las plantas son importantes para
identificar las diferencias en los procesos biogeoquimicos de reciclage de este elemento en los ecosistemas.
Para evaluar la contribucion de BNF, asi como las diferencias en la capacidad de fijar y transferir N entre las
especies de legumbres perennes y gramineas existen varias técnicas que se han utilizado, como la reduccién de
acetileno, dilucién isotépica 15N y abundancia natural de 15N. Sin embargo, las caracteristicas responsables
por estas variaciénes tienen que ser, en gran parte identificadas. Esta revisién tuvo como objetivo comparar
la dinamica de la transferencia y la fijacion de N de gramineas y leguminosas forrajeras.

Palabras clave: técnicas isotopicas, abundancia natural de N, FBN
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Introducao

O nitrogénio (N) é o componente mais
abundante na atmosfera, encontrando-se numa
forma combinada (N,) que as plantas ndo sdo capazes
de utilizar. Nos sistemas terrestres, é o elemento
quimico mais limitante para o crescimento vegetal
(VITOUSEK e FARRINGTON, 1997). As plantas
requerem nitrogénio em quantidade superior a
qualquer outro nutriente mineral, e a disponibilidade
deste nutriente geralmemte limita a produtividade
das plantas em muitos ecossistemas naturais e
agricolas (EPSTEIM e BLOOM, 2005).

O N é um dos principais bioelementos,
constituindo os aminoécidos e acidos nucleicos
e outras moléculas de plantas. Em particular, as
leguminosas forrageiras tém um elevado teor de
proteinas (14-29 % em alfafa) (MAURIES, 2003).
As leguminosas foram usadas em rotagdes ou
associadas a gramineas na agricultura tradicional,
desde os tempos antigos, por causa de sua capacidade
de fixar o nitrogénio atmosférico. No entanto, a
disponibilidade de N sintético relativamente barato
no mundo industrializado durante o século XX levou
a uma diminui¢do da sua utilizacdo. Na verdade, o
uso excessivo de fertilizantes resultaram em uma
“cascata de N”, ou seja, vazamentos de nitrogénio
para o meio ambiente, causando diversos efeitos
adversos sobre os ecossistemas e a saide humana
(SUTTON e VAN GRINSVEN, 2011).

Atualmente, a reintroducao de leguminosas
e o uso da Fixacao Biol6gica de Nitrogénio (FBN)
como uma fonte de N parece ser uma ferramenta
que pode ajudar a reduzir o custo de producdo e
também a preservar o ambiente. A disponibilidade
de N é depois de deficiéncia hidrica e as condi¢bes
climaticas, o principal fator limitante do crescimento
das plantas. O fornecimento suficiente de N é de suma
importancia para o metabolismo da planta, e a adicao
de N aumenta a eficiéncia da fotossintese (SUTTON
e VAN GRINSVEN, 2011). Em sistemas agricolas,
em parte do sistema solo-planta, o N é acumulado
na safra e removidos na colheita. Por conseguinte,
quantidades consideraveis de N necessitam serem
fornecidas para atingir o rendimento méaximo (LEA
e MOROT-GAUDRY, 2001).

As principais fontes de N reativo na
agricultura sao fertilizantes sintéticos, FBN e adubo
organico (estrume animal). Em termos quantitativos,
fertilizantes sintéticos produzidos por meio do
processo de Haber-Bosch é a forma mais consumida

de N. No ano 2000, cerca de 100 megatonelas de
fertilizantes industriais foram utilizados no mundo.
Na verdade, o uso de fertilizantes sintéticos é grande
responsavel pelo aumento da producao agricola
mundial, que ocorreu durante o século 20. Estercos
de gado sdo também uma importante fonte de N
para a agricultura. Estima-se que 140 milhdes de
toneladas de N foram produzidos no mundo no ano
2000 (SUTTON e VAN GRINSVEN, 2011).

A fixagdo biolégica de nitrogénio € a terceira
fonte de N mais utilizada na agricultura. A FBN
foi recentemente estimada em torno de 40-60
megatonelas de N por anonomundo (SUTTON e VAN
GRINSVEN, 2011). A fixacao biolégica de nitrogénio é
um processo natural de redugao de diazoto molecular
(N,) em amonia (NH?), realizada por uma série de
espécies de bactérias chamadas diazotrofos, gragas
a sua enzima nitrogenase, que catalisa a reagao:

N, +3 H, — 2 NH,

Assim, o N,, é convertido para uma forma
que pode ser utilizada por sistemas biol6gicos (LEA
e MOROT-GAUDRY, 2001). Os organismos fixadores
de N2 abrangem formas de vida livre, associacoes
simbidticas com plantas, autétrofos e heterétrofos.
Diazotrofos simbiéticos incluem uma série de géneros
da Rhizobiaceae (por exemplo Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium), que formam
simbioses com as leguminosas. O Rhizobium provoca
sobre as raizes do hospedeiro (leguminosa) a formagao
de nédulos, que sdo érgaos especializados os quais
contém as bactérias fixadoras de N, Essa interagdo
simbibtica é altamente especifica. Um determinado
rizébio s6 forma nédulos em um nimero restrito de
espécies. A fixacdo simbidtica de N, em leguminosas
é responsavel por grandes contribuicdes da fixagdo
de N em sistemas de cultivo. Particularmente, as
leguminosas forrageiras sdo responsaveis por uma
fixacdo em um intervalo de 50-250 kg N ha por ano
(UNKOVICH et al., 2008), com um valor médio de
180 kg N ha' para alfafa (LOUARN et al., 2010). A
contribuicao da FBN nas plantas nao-leguminosas é
comparativamente menor do que a contribui¢do nas
plantas leguminosas.

Desde os primeiros trabalhos de DOBEREINER
(1961) isolando bactérias fixadoras de N2 a partir
das raizes de cana-de-agtcar, algumas bactérias
diazotroéficas tém sido associadas com gramineas
em geral. URQUIAGA et al (2011), avaliando 6
variedades comerciais de cana-de-acticar, observaram
que as mesmas foram capazes de obter pela FBN de
40,2 a 64,0 kg ha™ de N.

Applied Research & Agrotechnology v9 nl jan/apr. (2016)

Print-ISSN 1983-6325  (On line) e-ISSN 1984-7548

122



Estudo do fracionamento isotdpido de...

Study of isotopic fractionation of...

p. 121-130

Estudio del fraccionamiento isotdpico del...

Estudos com outros tipos de gramineas tém
sido realizados, como no caso do sorgo e milheto
(LEE et al., 1994) e arroz (WATANABE et al., 1987).
MORALIS et al. (2009) avaliaram os genétipos de
capim-elefante (Cameroon, BAG 02, Gramafante,
Roxo e CNPGL F06-3) em solos de baixa fertilidade,
e verificaram que a FBN foi responsavel em média
por 51% do N assimilado pela planta. Em outro
estudo, MORALIS et al. (2011) conduziram trés
experimentos a campo em solos de baixa fertilidade,
dois no Rio de Janeiro e um no Espirito Santo, com as
variedades Gramafante, Cameroon, BAG 02, CNPGL
F06-3, CNPGL F79-2 e Roxo, e quatro dos genétipos
avaliados obtiveram de 18 a 70% do N derivado da
FBN.

Para avaliar a contribuicdo da FBN, bem
como, as diferencas na capacidade de fixar e transferir
N entre espécies de leguminosas perenes e gramineas
existem varias técnicas que tem sido utilizadas,
como a reducdo de acetileno, diluicdo isotopica
de ®N e abundéancia natural de ®N. No entanto,
as caracteristicas responsaveis por estas variacoes
precisam ser, em grande parte, identificadas. Esta
revisdo teve como objetivo comparar a dindmica
de transferéncia e fixagdo de N entre gramineas e
leguminosas forrageiras.

Desenvolvimento

Os estudos sobre composigdo isotopica de
nitrogénio em solo e planta sdo importantes para
identificar diferencas nos processos de ciclagem
biogeoquimica deste elemento em ecossistemas. De
acordo com CERETTA e GIROTTO (2011) uma das
grandes davidas em relacdo a adubacao nitrogenada
é quanto realmente as plantas absorvem de fontes
minerais ou organicas de N. Esse problema pode
ser solucionado com o uso da técnica isotépica de
N marcado, que utiliza is6topos estaveis de N (15N)
como tragador, cujo fluxo de passagem e os sitios de
residéncia podem ser identificados.

Os is6topos sao formas do mesmo elemento
quimico que diferem no nimero de neutrons. A
medida que pertencem ao mesmo elemento, que
tem 0 mesmo ndmero de protons (nimero atdmico
Z). O namero de neutrons (N) afeta o ntimero total
de ntcleos que determina o nimero de massa
(A=Z+N). O ntmero de massa identifica cada
is6topo. Alguns isétopos sao radioativos, eles tém um

nucleo instavel que se desintegra emitindo radiacao
espontaneamente, enquanto outros, chamados de
is6topos estaveis, ndo sdo objeto de decadéncia e ndo
sdo radioativos.

Os is6topos nitrogénio-14, nitrogénio-15 e
nitrogénio-16 sao trés isétopos do elemento nitrogénio
com massa atomica 14, 15 e 16, respectivamente. N
e N sdo is6topos estaveis de nitrogénio, enquanto o
resto sdo radiaotivos. O N mais leve, é naturalmente,
muito mais abundante do que N constituindo

99,63% do nitrogénio natural (Figura 1).

Entradas de N sdo necessarias para substituir
o N perdido ou removido, a fim de manter a
produtividade em sistemas agricolas. Os principais
métodos de quantificacao podem ser classificados em
métodos diretos ou indiretos sobre as abordagens de
medigao de fixagao de N,.

Os métodos diretos (incorporacao de “N,,
ensaio de reducéo de acetileno e método evolucao
de hidrogénio) fornecem uma medida direta da
atividade da nitrogenase e, portanto, as taxas
instantaneas de fixagdes de N, absolutas. No entanto,
elas ndo podem ser usadas no campo para obter
a quantidade de N, fixada ao longo de um ano.
A maioria dos métodos indiretos se baseiam na
separac¢do de N na planta para a fracdo feita a partir
do solo e a fragao derivada da atmosfera e requerem
a utilizagdo de plantas nao fixadoras de N como
controle. Isto implica na limitacdo de selecdao de
plantas com uma taxa de absorcao de N semelhante a
de leguminosas, que é dada principalmente pelo seu
enraizamento, morfologia e profundidade.

A diferenca de N-total do sistema solo-planta
é um método indireto que se baseia na medicdo da
diferenca de N total entre plantas fixadoras de N e
plantas ndo-fixadoras de N. Isto porque as diferencas
entre teores de N sdo geralmente pequenas e precisam
serem medidas ao longo de vérios anos para uma
quantificacdo precisa. Finalmente, técnicas isot6picas
de N baseiam-se no fato de que as diferentes fontes
de N para uma leguminosa (do solo e do ar) exibem
diferentes abundancias isot6picas. Isso torna possivel
calcular a fixacao de N,, comparando a composigao
de ®N de uma planta fixadora de N,, com uma planta
ndo- fixadora de N, (que s6 usa o N do solo) e uma
planta fixadora de N mas sem fornecimento de N
no solo (SHEARER e KOHL, 1986; UNKOVICH et

al, 2008) (Figura 2).
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Figura 1. Os is6topos de nitrogénio.

Técnicas isotopicas de N e método abundincia natural
de °N.

As técnicas isotopicas de N sdo muito tGteis
para quantificar a contribui¢do da FBN associadas as
nao-leguminosas, e englobam a contribui¢do da FBN
no ciclo completo das culturas. Especificamente, a
técnica baseada na abundancia natural de N é mais
apropriada para avaliacdes em sistemas agricolas e,
quando aplicadas adequadamente, os resultados sao
mais precisos (BALDANI et al., 2009).

A ocorréncia natural do isétopo menor (**N)
em relacdo ao total de is6topos de longa duragdo do
elemento (®N) dada em unidades de Atom% "N ou
6 N é chamada de abundancia isotépica de N ou
abundancia natural de N.

As composicOes de is6topos estaveis de
materiais naturais sao usados como tracadores para a
compreensdo dos pontos de origem de um elemento
em um processo ou em um ciclo no ambiente (FRY,
2006). Quanto aos estudos de fixagdo de N,, os
isétopos de N servem para identificar a fonte de
N na planta: o N, fixa a partir da atmosfera ou N ¢é
assimilado a partir do solo.

Técnicas isotépicas de quantificacdo da
fixagao de N, ("°N), baseiam-se no principio de que, se
as concentragdes de N da planta, o N disponivel do

solo e N, atmosférico sao conhecidos a composigao
N da planta é medida, sendo assim, ¢é possivel
calcular a percentagem de N derivado da atmosfera
(% Ndfa) da planta N (Figura 4). De um modo geral,
o N mineral do solo é ligeiramente enriquecido em
N em comparagao com o ambiente, no entanto esta
diferenca é muito pequena.

O método de diluigdo isotépica de N
consiste em enriquecer o solo artificialmente pela
adicdo de fertilizantes marcados com N para fazer
esta diferenca maior. O método da abundancia
natural de ®N usa diretamente a diferenca natural
que ocorre entre o solo e as concentrac¢des de
N atmosfera para distinguir a origem do N da
leguminosa (BERGENSEN e TURNER, 1983;
SHEARER e KOHL, 1986).

A principal limitacao do método abundéncia
natural N é que a diferenca de abundéncia de ®N
de plantas fixadoras de N, e plantas de referéncia
ndo fixadoras de N, é muito pequena, normalmente
inferior a 10 %o. Essa diferenca tem um impacto
direto sobre as estimativas Ndfa % (Figura 4): quanto
maior a diferenga, maior serd a precisdo do Ndfa %.
Se a diferenca é < 2 %o, 0 método N ndo pode ser
utilizado. Em particular, a variabilidade de N de
dois parametros deve ser menor do que a diferenca
entre eles.
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Figura 2. Céalculo de Ndfa % (porcentagem de plantas com N derivado N2 atmosférico). Conforme a Figura 2,
trés individuos sdo necessarios para o cdlculo de Ndfa %. Uma associagao entre leguminosa e Rhizobium que
utiliza uma combinagao de N do solo e N, atmosférico tera uma composicéo N situada entre o N do solo e
o N do ar. A contribuicdo proporcional da FBN para fixacdo do N em leguminosa pode ser calculada a partir
da abundancia de N da leguminosa, isso se as abundancias de N de solo disponiveis para as plantas e N>
atmosférico sejam conhecidos. Na prética, a composi¢do de N de plantas de referéncia é utilizada em vez da
abundancia de N do pool de N no solo. Da mesma forma, 3 N de N, atmosférico é substituido pelo 8 "N
de uma leguminosa nodulada crescendo em um meio livre de N mineral, tdio completamente dependentes
de fixacdo de N,. Plantas de referéncia refletem bem a composigdo isotdpica do solo, como eles parecem nao
discriminar entre N e ®N durante a assimilagdo do N mineral. O uso de plantas de referéncia é conveniente,
por vérias razdes: (1) a composicdo do 8 N do N total do solo é dominado por formas estaveis de N e ndo
é um guia confidvel para 8 ®N da planta com N mineral disponivel (principalmente NO* e NH*), (2) a
abundancia do solo é tecnicamente mais dificil de medir (3) representam as variagdes temporais "°N, bem
como fracionamento isotépicos dentro transformacdes do solo. Por outro lado, plantas de referéncia devem
ser totalmente dependentes de N mineral do solo, usando os mesmos pools de N do solo nas concentracdes
de N idénticos (crescendo no mesmo local) e ter profundidade de enraizamento semelhante, padrdo de
absorcdo de N e crescimento como a planta fixadora de N,
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Fracionamento isotdpico de °N

O fracionamento isotdpico é um fenémeno
onde as concentragdes isotépicas dos reagentes
e produtos difere progressivamente como uma
transformacdo ocorre devido as ligeiramente
diferentes propriedades fisicas dos isétopos. Devido
as suas grandes massas, isétopos mais pesados
tendem a ter taxas mais baixas de difusdo e baixas
constantes de equilibrio para uma reacdo. Os isétopos
podem apresentar um comportamento quimico quase
idéntico sobre as propriedades quimicas, uma vez
que estes sdo determinados pela estrutura eletrénica,
e os is6topos podem compartilhar o nimero de
protons e elétrons. O fator de fracionamento isotépico
B expressa a magnitude do efeito isot6pico cinético.

Discriminacdo isotopica entre N e N esta
envolvida em transformacoes dentro do ciclo N.
Estes problemas conduzem a pequenas variagdes &
15N, cuja magnitude é importante no contexto do
método & ®N. Particularmente, a variabilidade da
abundancia de 15N dos brotos da leguminosa (valor
B) tem impacto sobre a precisdo nas estimativas de %
Ndfa. O valor B parece mudar em fungao de espécies
de leguminosas e potencialmente com estirpes de
rizébios (STEELE et al., 1983.), Assim um novo
valor “B” deve ser calculado para cada associacao
leguminosa-rizébio. Além disso, dado o declinio
progressivo da abundancia de N na parte aérea
(UNKOVICH et al., 1994) (Figura 3), as leguminosas
devem ser colhidas no mesmo estagio de crescimento
para calcular o valor “B”, que nada mais é que a

(a)
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Figura 3. Mudangas dindmicas na abundéancia de 8 °N de parte aérea de plantas sem fornecimento de N do
solo (B) durante crescimento em (a) fava e (b) de grao de bico (UNKOVICH et. al., 1994.).
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abundancia isot6pica de N dos 6rgaos acima do solo
de uma leguminosa de crescimento completamente

dependente de fixagao de N,

Além disso, quase todas as transformagdes
do solo envolvem fracionamento isotépico em um
ponto diferente. A nitrificacdo e desnitrificacdo sao
de grande importancia com fatores isotépicos de
fracionamento de B = 1,035 e 1,02, respectivamente
(MARIOTTI et al., 1982).

O primeiro passo do processo de nitrificagdo
(NH,+ a NO,) leva o ®N do NO, empobrecido.
Da mesma forma, as emissées de N,O e de N,
durante a desnitrificagdo sdo esgotadas em "N, o
que resulta no enriquecimento de NO®* no solo.
Como ®N de derivados de N no solo é medida em
planta ndo fixadora de N?, ap6s o N foi assimilado,
esses processos podem ser considerados como
ja realizados. Discriminagdes isotépicas também
ocorrem in vivo durante a assimila¢do, bactérias
fixadoras de N, e metabolismo e transporte de N. A
principal forma de N inorganico assimilado pelas
raizes das plantas é o nitrato (NO*) e amonio (NH*).
O nitrato é transportado para o cloroplasto, onde é
reduzida em nitrato redutase - redutase de nitrito
de amoniaco. Amonio assimilado por bactérias
simbiobticas é transportado para dentro das células
hospedeiras por transportadoras. Nos cloroplastos, de
amoniaco a partir de diferentes origens é substrato da
sintetase de glutamina e glutamina - 2 - oxoglutarato
aminotransferase (GOGA) (EVANS, 2001).

Em plantas superiores, o fracionamento
isotopico associado com redugdo de NO* geralmente
nao é expresso, porque todo o NO* tomado pela
planta é assimilado e pode ser considerado como nula
(B =1,00025). O N, fixado mostra um pequeno efeito
isétopo (B = 1,009 para Medicago sativa L.) (KYEI-
BOAHEN et al., 2002). Quanto as transformagoes
metabdlicas internas, as principais discriminagoes
isotopicas tém sido observadas durante a reacao
GOGAT, que produz glutamato empobrecido em N,
deixando também glutaminas enriquecidas com N,
a principal fonte priméria de aminoacidos (WERNER
e SCHMIDT, 2002). Discrimina¢ées também foram
relatadas em reacGes de transaminagdo, tornando
aminoacidos geralmente enriquecidos com "N (HARE
et al., 1991) e em biossintese de clorofila, originario
de plantas C’esgotadas em "N (CHIKARAISHI et
al., 2005) .

Fracionamentos isotépicos in vivo podem
traduzir em diferencas de §°N entre os 6rgdos da
planta. Apesar da quantidade de 8N de plantas
inteiras é normalmente préximo do 815N do N,
atmosférico (0 %o), 0 8"°N dos nédulos é muitas vezes
positiva (TJTEPKEMA et al., 2000). Caules e raizes sao
os mais empobrecidos (SHEARER e KOHL, 1986)
porque, na pratica apenas a parte aérea é colhida
e analisada, a "N da parte aérea de leguminosas,
que sdo totalmente dependentes de fixacdo do N,,
chamado valor B, este é usado em vez do 6°N do
ar em calculos de % Ndfa. Usando B garante que
os tecidos amostrados de plantas fixadoras de N,
e plantas de referéncia desviar em 3"°N a partir da
planta inteira com a mesma intensidade. Para nao
tomar em conta o fracionamento dentro do legume
conduz a estimativas mais elevadas de Ndfa% e o
impacto torna-se importante quanto maior for a %

Ndfa (BODDEY et al., 2000).

Os 6rgdos de uma planta suportam uma
grande variagdo no teor de N. Estudar a composicao
isotopica dos 6rgdos (°N), é determinante para saber
a sua concentracdo de N, bem como a natureza das
biomoléculas contendo N presentes neles. Uma vez
que se conforma principalmente, proteinas estruturais
e enzimaéticas, um elevado teor de N é normalmente
associado com os tecidos metabolicamente ativos,
tais como meristemas e células fotossintéticos.
Folhas ativas requerem quantidades consideraveis
de proteinas, enzimas e pigmentos. Em contraste, os
tecidos do caule estruturais tém pouco contetdo de
proteinas e, por conseguinte, uma baixa % de N (LEA
e MOROT-GAUDRY, 2001) .

Por outro lado, a % N na planta também muda
durante o crescimento, diminuindo com a colheita da
biomassa (LEMAIRE e GASTAL, 1997). Isto acontece
devido ao aumento de proporcdo tecidos do caule
(diminuigdo da relagao folha/colmo), bem como
a uma diminui¢do em % de N na fracdo de haste.
Notavelmente, 0 3°N da parte aérea de leguminosas,
dependendo de fixacao do N, para o crescimento
diminui com o N acumulado, mostrando um padrao
semelhante ao da curva de dilui¢do % N durante o
desenvolvimento (Figura 5). Isto poderia sugerir
que a diferenca de "N com o crescimento da planta
também pode ser explicada como uma funcao do
taxa de tecido (por exemplo, relagao folha/colmo).
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15N
atom%lSN == W *100
+
5N (%%o) = atom%" N —0.3663 1000
0,3663

Figura 4. As unidades de abundancia isot6pica. A abundancia de is6topos estaveis de N sdao expressos em
termos de % de atomos N ou §"°N. Atomo % ®N é a percentagem do is6topo N menor em relacio ao total
de N. A unidade & ®N ¢é frequentemente utilizada para ilustrar a diferenca em abundancia N entre um
composto e um padrao em partes por mil. A composicao atmosférica N, (AIR-N,) é o maior pool de N no meio
ambiente (4% do nitrogénio total terra) e é o padrao de referéncia internacional para medicoes de is6topos
de nitrogénio. Assim, os valores de & *N descrevem o desvio de uma amostra em relagdo a composigédo
isotépica de N?atmosférico, com um atomo de 15N % de 0,3663%. Padrdes isotopicos é atribuido o valor 0;
3 N de N, atmosférico é de 0 %o.

Tencur en N (%)
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® Repousse en irrigué
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(1) Effet sécheresse sur 'augmentation des teneurs
en N par ralentissement de la dilution

(2) Effet direct de la sécheresse sur la nutrition N
(1) Effet global de la sécheresse
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Figura 5. Mudancas no conteado de N de alfafa em fungdo do acimulo de matéria seca acima do solo durante

a rebrota em condicdes irrigadas ou de sequeiro. (LEMAIRE e ALLIRAND, 1993).

distribuicdo da abundancia natural de N do perfil
do solo sdo também necessarios. Assim, o estudo
do fracionamento isotépico de N serve para o
aprofundamento dos estudos sobre a dinamica de

Conclusao

Ha vantagens e desvantagens associadas

aos diferentes procedimentos usados. Os métodos
desenvolvidos para determinar a fixagdo de N, por
associacdo de bactérias ndo foram exaustivamente
testados em condi¢des de campo. E estudos da

transferéncia de N entre espécies de plantas e testar
se as diferencas resultaram de diferenca na fixacao,
proporcdo legume, dindmica populacional ou
composicao do tecido, entre outros.
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