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RESUMO – Este trabalho teve como objetivo avaliar 
ao longo do tempo o papel da fixação biológica de 
nitrogênio (FBN) por organismos associados a 
leguminosas arbóreas nativas semeadas diretamente no 
campo na dinâmica do N em uma área sob restauração 
florestal. Para isso, foi usado o método da abundância 
natural do nitrogênio (δ15N) e carbono (δ13C) e suas 
respectivas concentrações. As características do solo 
estudado, indicando uma baixa disponibilidade de N, 
juntamente com as diferenças no δ

15N encontradas 
entre a leguminosa não-fixadora de N (espécie 
referência) e as leguminosas potencialmente fixadoras 
de N, sugerem que aos quatro anos após a germinação, 
uma das principais fontes de N para as espécies de 
leguminosas arbóreas estudadas é a FBN. 
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δ
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Introdução 
O agronegócio é um dos responsáveis pelo 

acentuado desenvolvimento econômico do Estado de 
São Paulo, devido principalmente a cultura da cana-de-
açúcar [1]. Nos últimos quinze anos é o Estado onde a 
expansão da cultura canavieira ocorreu através da 
substituição de pastagens pela cana, cobrindo 
aproximadamente 14% da área do estado [2]. Tendo 
em vista a crescente demanda por fontes renováveis de 
energia, a perspectiva futura é de uma difusão ainda 
maior da lavoura canavieira por parte dos produtores 
rurais, sendo o etanol um dos principais e mais 
promissores biocombustíveis; pois seu balanço 
energético é geralmente positivo, ou seja, o 
crescimento da cana de açúcar absorve mais carbono 
do que é emitido quando o etanol é queimado como 
combustível [3]. Adicionalmente, seu preço da 
produção é relativamente baixo [4]. Devido a esse 

atrativo econômico promissor, os remanescentes de 
florestas nas regiões próprias ao cultivo vêm sendo 
suprimidos para dar lugar à expansão agrícola [5]. 
Atualmente, restam apenas 25% (500 km2) das matas 
ciliares remanescentes nas sete principais bacias 
hidrográficas do Estado de São Paulo. Os outros 75% 
(4500 km2) foram convertidas em cana e pastagem [6]. 

No Estado de São Paulo, estas áreas constituem o 
principal alvo das ações de restauração de florestas, por 
assumirem um papel fundamental em vários aspectos 
ecológicos da paisagem [6].  

Nos ecossistemas terrestres, onde foi removida a 
cobertura florestal e com ela rompida a manutenção dos 
nutrientes entre a serapilheira e o componente vegetal 
vivo, o nitrogênio é considerado o elemento mais 
limitante para o desenvolvimento das plantas [7]. A 
disponibilidade de N pode atuar como um mecanismo 
importante no controle da taxa, direção e substituição 
de espécies que regulam a sucessão. Em áreas 
degradadas, onde a disponibilidade é normalmente 
baixa, as leguminosas arbóreas mostram-se como uma 
fonte primária de nitrogênio capaz de permitir a re-
colonização vegetal e o aumento da biodiversidade [8]. 

Recentemente a semeadura direta de espécies 
arbóreas no campo vem sendo avaliada como uma 
técnica alternativa para restauração de ecossistemas 
florestais nos trópicos [9]. Utilizando-se sementes de 
leguminosas arbóreas (Fabaceae), pode-se aliar esta 
técnica ao caráter pioneiro de diversos gêneros, 
aproveitando ainda a diversidade desta família nos 
trópicos e o potencial de fixação biológica de 
nitrogênio (FBN) que muitas espécies apresentam em 
associação com microorganismos [10]. Esta simbiose 
constitui uma alternativa ecológica e econômica aos 
fertilizantes nitrogenados; pois, além de dispensar o uso 
desses adubos, a maioria do N fixado biologicamente é 
aproveitado pela planta, tornando-se uma importante 



 
ferramenta de recuperação de ecossistemas degradados 
[11].  

A abundância natural de isótopos estáveis de 
nitrogênio (δ15N) pode fornecer medidas integradas 
sobre sua dinâmica ao longo do tempo [12]. Em termos 
de fixação biológica, a conversão de N2 em formas 
inorgânicas de nitrogênio discrimina pouco contra o 
15N. Conseqüentemente, a assinatura isotópica das 
leguminosas, quando estão fixando N da atmosfera, 
tende a ser aproximadamente de 0-2‰ [12]. Por outro 
lado, espécies não-fixadoras de N mostram uma grande 
variação na sua razão isotópica dependendo da taxa de 
mineralização de N do solo [13]. Dessa forma, 
variações regulares da razão isotópica de N (15N/14N) 
podem proporcionar informações úteis a respeito das 
fontes de N utilizadas pelas plantas, bem como de 
aspectos relacionados ao fluxo de N nos ecossistemas. 

O diagnóstico da fixação de nitrogênio pelas 
árvores é um ponto fundamental para o estudo dessas 
espécies, tanto para o entendimento de seu papel 
ecológico no ciclo global do N, como para um manejo 
sustentável apropriado [5]. 

Neste trabalho avaliamos, através da abundância 
natural de 15N, se leguminosas arbóreas nativas 
semeadas diretamente no campo em associação com 
microorganismos simbiônticos estavam efetivamente 
fixando nitrogênio do ar quatro anos após sua 
semeadura no campo. 

 
Material e Métodos 
O experimento foi desenvolvido na Fazenda Mata 

Chica, município de Morro Agudo, Estado de São 
Paulo (20º40’32’’ S; 48º04’23’’ W) em solo 
classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico 
[14]. O local, originalmente ocupado por mata ciliar 
sob domínio do contato Savana Florestada (Cerradão) / 
Floresta Estacional [15], foi explorado pela lavoura 
canavieira em um passado recente, sendo 
posteriormente abandonado em respeito à legislação 
referente às áreas de preservação permanente. Neste 
local foram plantadas as seguintes espécies de 
leguminosas arbóreas pertencentes a família Fabaceae, 
potencialmente fixadoras de N: Enterolobium 

contortisiliquum (Vell.) Morong, Mimosa bimucronata 
(DC.) O. Kuntze, (Mimosoideae); Erythrina speciosa 
Andrews, Ormosia arborea (Vell.) Harms, Poecilanthe 

parviflora Benth (Papilionoideae); e uma leguminosa 
não-fixadora de N, Acacia polyphylla DC 
(Mimosoideae), considerada  como espécie referência. 
Na área experimental foi plantado para todas as 
espécies o mesmo número de sementes não inoculadas 
(plantas testemunhas) assim como sementes inoculadas 
com rizóbio.  

As coletas de material foliar foram realizadas aos 
sete meses (2005), e aos quatro anos após a semeadura 
no campo (2009), secas em estufa a 60ºC durante 48 
horas e trituradas a fino pó. Foram coletadas amostras 
superficiais de solo (0-5cm) oriundas da área 
experimental durante as mesmas épocas. As amostras 
foram secas ao ar e destorroadas em peneira de 2 mm, 

sendo  sub-amostras obtidas através do quarteador de 
Jones, e  subsequentemente moídas. Foram pesadas de 
1 a 2 mg de material foliar e de 25 a 50 mg de solo em 
cápsulas de estanho para posterior determinação da 
razão isotópica (δ15N, δ13C), concentração elementar de 
N e C e a razão C:N através do analisador elementar de 
combustão (EA - Carlo Erba) em linha com 
espectrômetro de massas (Delta Plus, Finnigan Mat, 
San José, CA, USA). A abundância natural do 15N e 13C 
foi expressa como desvio por mil (‰) de um padrão 
internacionalmente reconhecido, através da equação: δ 
= (R amostra / R padrão – 1) x 1000, onde R é a razão molar 
15N/14N ou 13C/12C na amostra e no padrão. O padrão 
usado para o C foi o Peedee Belemnite (PDB), 
enquanto o padrão para o N foi o ar atmosférico. A 
atropina foi utilizada como referência para o material 
foliar e LECO foi usado para o solo. O erro analítico 
aceitável para C, N, δ

13C e δ
15N foi de 0,3%, 0,1%, 

0,3‰ e 0,5‰, respectivamente. 
As concentrações de N-NH4

+ e N-NO3
- da camada 

superficial do solo (0-5 cm) realizado aos quatro anos 
após a semeadura, foram determinadas usando um 
sistema automático de injeção de fluxo contínuo (FIA - 
Flow Injection Analysis) [16].  

Como os dados do material foliar não seguiram uma 
distribuição normal foram aplicados os testes não-
paramétricos de Mann-Whitney. Os dados de solo 
seguiram uma distribuição normal e foram aplicados os 
testes paramétricos ANOVA seguida pelo teste post 

hoc de Unequal N HSD. As análises estatísticas foram 
feitas usando o pacote estatístico STATISTICA versão 
6.1 para Windows [17]. Diferenças a 5% de 
probabilidade foram tidas como significantes. 

 
Resultados 

1. Caracterização do solo 

 O solo teve um pH (CaCl2) ligeiramente ácido, em 
torno de 4,8; teor de carbono de 28 g dm-3; P 12 mg 
dm-3; e CTC de 88 (mmolc dm-3) e valor V de 65%. A 
composição isotópica do C e N assim como o N-total e 
a razão C:N da camada superficial do solo (0-5 cm) da 
área de estudo estão apresentadas na Tabela 1.  

Os valores médios de N-NH4
+ e N-NO3

- no solo (0-5 
cm) foram 3,4±1,6 µg g-1 (média ± DP), e 1,2±0,5 µg g-

1  respectivamente.  
 

2. Composição isotópica e concentração de N foliar 

 2.1 Sete meses após a germinação 

O δ15N foliar médio das leguminosas fixadoras 
semeadas foi de 2,6±1,3‰ (média ± DP), enquanto que 
a leguminosa referência Acacia polyphylla se mostrou 
cerca de 4,0‰ mais enriquecida em 15N (Figura 1). 
Houve grande variação no δ15N entre as espécies no 
início do experimento. E. speciosa e O. arborea 
apresentaram os menores valores de δ15N, indicando 
maior proporção do N2 fixado da atmosfera na 
constituição de seus tecidos foliares (Figura 1). P. 

parviflora, M. bimucronata e E. contortisiliquum 

apresentaram valores intermediários de δ15N, com 



 
grande variação entre os indivíduos amostrados. A 
concentração de N nos tecidos foliares variou entre 
1,5% e 4,6%. A menor razão C:N foi observada em E. 

contortisiliquum e E. speciosa, seguida por M. 

bimucronata. Em nenhum dos parâmetros avaliados o 
tratamento utilizado (inoculação com rizóbio) mostrou 
diferença significativa.  

 
2.2 Quatro anos após a germinação 

Em geral, as espécies potencialmente fixadoras de 
N2 atmosférico apresentaram valores médios de δ

15N 
próximos à faixa indicativa de FBN (0,1±1,2‰). A 
espécie referência A. polyphylla apresentou média de 
5,4±2,6‰ (Figura 1). O valor mínimo e máximo foi 
representado pela E. speciosa (-1,0‰) e E. 

contortisiliquum (3,7‰) respectivamente. A 
concentração de N nos tecidos foliares variou de 1,8% 
(P. parviflora) a 4,8% (E. speciosa), enquanto a razão 
C:N apresentou uma grande variação de 8,9 (E. 

speciosa) a 25,4 (P. parviflora). 
Não foi observada em nenhum dos parâmetros 

analisados diferença significativa entre os indivíduos 
inoculados e não inoculados com rizóbio, para uma 
mesma espécie de leguminosa. 

Comparando os diferentes parâmetros analisados 
nas diferentes épocas de coleta (sete meses e quatro 
anos após a germinação) não foram observadas 
diferenças significativas no δ

15N entre a espécie 
referência A. polyphylla, mas foi significativamente 
maior comparado às outras espécies estudadas (P<0,05) 
(Figura 1). Em relação ao δ

13C, observa-se uma 
tendência dos valores se tornarem mais leves aos quatro 
anos de idade em comparação com os resultados 
obtidos aos sete meses (P<0,05). Apenas M. 

bimucronata e P. parviflora não apresentaram 
diferenças significativas no δ

13C foliar entre os dois 
períodos (Figura 1). 

 
Discussão  

A resposta da fotossíntese e respiração em relação à 
precipitação ou disponibilidade de água é refletida na 
composição isotópica do C da vegetação [18]. Após 
quatro anos de germinação, a maioria das espécies 
apresentaram δ13C menor comparado aos sete meses de 
idade, sugerindo uma mudança no microclima da área 
sob restauração. Isto é refletido na adaptação das 
espécies a um ambiente de maior estabilidade 
microclimática, levando a uma maior discriminação 
contra 13C, devido a forte relação entre a condutância 
estomática e a capacidade fotossintética como 
encontrado em um fragmento de cerrado próximo a 
área de estudo [19].    

Já as análises de abundância natural de 15N podem 
proporcionar informações úteis a respeito das fontes de 
N utilizadas pelas plantas e transformações do N nos 
ecossistemas [12, 20], uma vez que as variações do 
δ

15N são refletidas no fracionamento isotópico do N 
com um enriquecimento isotópico do substrato em 
relação ao produto [12].  

O δ15N foliar depende da fonte de N assimilado 
pelas plantas, da profundidade do solo de onde o N é 
adquirido, da forma do N utilizado e da influência das 
associações com micorrizas e do fracionamento durante 
e após a absorção de N pelas plantas [21]. 
Normalmente o N do solo é enriquecido em 15N como 
resultado de fracionamento durante os processos 
microbiológicos como a mineralização da matéria 
orgânica e denitrificação [12].  

O δ15N do solo foi similar ao da planta referência 
(A. polyphylla) nos dois períodos estudados (Tabela 1 e 
Figura 1), enquanto que as leguminosas potencialmente 
fixadoras de N apresentaram aos quatro anos de idade 
valores de δ15N próximos à faixa indicativa de FBN (0-
2‰) [12] sugerindo que estes indivíduos em associação 
com microorganismos, estejam fixando N2 da 
atmosfera.  

Devido ao preparo do solo e os cuidados 
necessários ao provimento de melhores condições ao 
estabelecimento das plantas semeadas diretamente no 
campo, a fase inicial de recuperação do ambiente 
florestal teve características análogas à implantação de 
culturas agrícolas, por exemplo. A perturbação 
mecânica do solo e o revolvimento de suas camadas 
superficiais provocado pelas máquinas estimulam a 
mineralização do N orgânico do solo e, na ausência de 
fertilizantes sintéticos, constituem a principal fonte de 
N para o crescimento vegetal [22]. Com isso, níveis 
elevados de FBN na fase inicial do experimento seriam 
pouco prováveis, principalmente em solos como o da 
área em estudo — onde antes do plantio apresentava 
densa camada orgânica superficial — para se 
sobressaírem em estágios intermediários da sucessão 
vegetal. Após quatro anos, as concentrações de N 
inorgânico encontradas no solo, indicam uma alta razão 
amônio/nitrato, mas uma baixa disponibilidade de N 
para as plantas, como encontrado para outras áreas de 
cerrado [23].  

As características do solo, indicando uma baixa 
disponibilidade de N juntamente com as diferenças no 
δ

15N encontradas entre a planta referência e as 
potencialmente fixadoras de N, sugerem que aos quatro 
anos após a germinação, uma das principais fontes de N 
para as espécies de leguminosas arbóreas estudadas é a 
FBN. 

 
Conclusões 
As leguminosas arbóreas nativas se mostraram 

como uma boa alternativa para revegetação de áreas 
degradadas já que efetivamente fixam N da atmosfera 
aumentando o aporte deste nutriente.  Resta destacar 
que fixando ou não N2 atmosférico, as leguminosas 
possuem um papel chave no sistema. O estilo de vida 
com alto requerimento de N das leguminosas leva a 
uma baixa razão C:N foliar, indicando uma alta 
qualidade do material vegetal produzido [8, 24]. Dessa 
forma, possuem um papel importante não só na 
redistribuição de N, como também de outros nutrientes 
que, assim como o N, serão mineralizados e tornar-se-
ão disponíveis novamente para a comunidade vegetal. 
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Tabela 1. Composição isotópica de C e N e a razão C:N do solo da área de estudo (0-5 cm de profundidade), analisados em 
diferentes épocas (sete meses e quatro anos após a germinação), tendo o fragmento florestal Mata Chica próximo ao experimento 
como solo referência (número à direita do símbolo (±) referente ao desvio em relação à média e letras iguais não diferem entre si na 
mesma linha pelo teste de Unequal N HSD a 5%). 

 
Parâmetros Sete meses Quatro anos Fragmento Florestal 

δδδδ
15N (‰) 7,4 ± 0,4a 7,9 ± 0,3b 5,4 ± 0,8c 

N (g kg-1) 1,6 ± 0,1a 1,4 ± 0,1a 2,6 ± 0,6b 
δδδδ

13C (‰) -18,5 ± 0,5a -19,8 ± 0,9b -23,7 ± 0,9c 
C:N 13,6 ± 0,3a 15,2 ± 0,3b 13,4 ± 2,1a 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

Figura 1. Valores médios de δ15N e δ13C (‰) (média ± 1 desvio padrão) nos tecidos foliares de leguminosas arbóreas, 
aos sete meses e quatro anos após a semeadura direta no campo em Morro Agudo, SP (* valores médios diferem 
estatisticamente entre si em relação aos dois períodos de coleta pelo teste de Mann-Whitney a 5%).  
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