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RESUMO

BARBIERI JUNIOR, Elio. Metabolismo Nitrogenado e Biomassa do Capim-Tifton
85 Submetido a Nutricdo Nitrica ou Amoniacal. 2012. 84p. Tese (Doutorado em
Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012,

As respostas das plantas forrageiras a nutricdo nitrogenada depende ndo somente da
quantidade do nutriente disponivel mas também da sua forma quimica, como ions NH4"
ou NOs". Ambas as formas podem ser absorvidas e metabolizadas, com consequéncias
diferenciadas para a produtividade vegetal. Algumas espécies tem preferéncia ecolédgica
por uma ou outra forma, enquanto a maioria produz mais usando as formas em
combinacédo. Para verificar o comportamento metab6lico e produtivo do capim Tifton
85 em relacdo a formas e doses de N mineral foram conduzidos dois experimentos, nas
instalagdes do Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Seropédica-RJ. O experimento | foi conduzido em camara de crescimento
tipo fitotron sob condi¢cdes controladas, utlizando-se cultivo hidropénico e teve duracdo
de 35 dias, contados a partir de um corte de uniformizacdo (DAC). Os tratamentos
consistiram de duas formas de N: NH,4" (sulfato de aménio) e NOs™ (nitrato de Ca, Mg e
K) combinadas com quatro doses de aplicacdo: 0,5; 2; 5 e 10 mM, respectivamente, e
quatro datas de amostragem, aos 14, 21, 28 e 35 DAC. O experimento Il foi conduzido
em casa de vegetacdo, utilizando-se como substrato de crescimento, terra proveniente
do horizonte superficial de um Planossolo Haplico, de ocorréncia na area da UFRRJ e
sob cultivo de Tifton 85. Utilizou-se uma unica fonte de N, representativa das duas
formas (nitrato de aménio), aplicado em quatro doses (de 0, 80, 160 e 240mg N kg solo
1) e avaliado em quatro épocas (aos 14, 21, 28 e 35 DAC). Em ambos 0s experimentos
os tratamentos foram repetidos quatro vezes. Foram feitas as seguintes determinacgdes:
massa fresca e seca de raizes, parte aérea e total, teores de N-total, N-solivel (N-NO3’,
N-NH;" e N-amino livre); atividade da nitrato redutase e carboidratos soliiveis em
etanol 80%, todos determinados em laminas foliares, bainhas, colmos e raizes; assim
como teores de clorofila foliar (extraida com N,N dimetilformamida) e ainda
determinada com clorofildometro. Em relacdo a formas de N inorganico isoladas, o
capim Tifton 85 respondeu a nutricdo amoniacal, em relacdo a nitrica, com maior
producdo de massa fresca e massa seca total, maior fracdo de alocacéo da biomassa total
as raizes, maior teor de clorofila total e maiores teores de acucares sollveis e
aminoacidos em folhas e raizes. Além disso, apresentou baixos teores de N-NH;" em
todos compartimentos das plantas, mesmo em altas doses de N. Sob o ponto de vista
nutricional, as concentracdes encontradas para N-NO3z’, mesmo nas doses de N mais
elevadas, ndo oferecem risco de intoxicacdo de animais ruminantes. Quanto a utilizacéo
de forma mista (NO3NH,), o comportamento metabolico das plantas sob este tratamento
maximizou a producdo de biomassa e reproduziu tracos similares aos verificados sob
nutricdo puramente amoniacal, incluindo maior producdo de clorofila, e alocacdo
preferencial de agUcares sollveis e aminoacidos em raizes e colmos. A nutricdo mista
ndo aumentou a eficiéncia assimilatéria em relacdo a utilizacdo exclusiva de nutri¢éo
amoniacal ou nitrica. Foi concluido que uma nutricdo 100% amoniacal, ou 50% NH4" +
NOj3,, foram superiores, em termos de eficiéncia assimilatoria de N, do que uma
nutricdo 100% nitrica, fenbmeno este ndo documentado.

Palavras-Chave: Cynodon spp. Aminoacidos livres. Atividade da nitrato redutase. Teor
Acucares soluveis.



ABSTRACT

BARBIERI JUNIOR, Elio. Nitrogen Metabolism and Biomass of Tifton 85
Bermudagrass under Nitrate or Ammonium Nutrition. 2012. 84p. Thesis (Ph.D. in
Animal Science). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012.

The responses of forage plants to nitrogen nutrition depends not only on the amount of
nutrient available but also its chemical form, as NH," or NO3". Both forms may be
absorbed and metabolized with different consequences for the plant productivity. Some
species have ecological preference for one or another form, whereas for higher
production most use in combination forms. To verify the metabolic behavior and
productive of the Tifton 85 in relation to forms and levels of mineral N, two
experiments were carried at the Institute of Agronomy, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), RJ-Seropédica. The first experiment was conducted in a
growth chamber type phytotron under controlled conditions, using hydroponics and
lasted 35 days, counted from a uniformity cut (DAC). Treatments consisted of two
forms of N: NH4* (ammonium sulfate) and NOs™ (nitrate Ca, Mg and K) combined with
four levels of application: 0.5, 2, 5 and 10 mM, respectively, and four dates sampling at
14, 21, 28 and DAC 35. The second experiment was carried out in a greenhouse, using
as growth substrate, soil from the surface horizon of a Haplic Planossolo, occurring in
the area under cultivation UFRRJ and Tifton 85. We used a single source of N,
representative of the two forms (ammonium nitrate) applied at four rates (0, 80, 160 and
240 mg N kg -1 soil) and assessed four times (at 14, 21, 28 and 35 DAC). In both
experiments, treatments were repeated four times. We made to the following
determinations: fresh and dry mass of roots, shoots and total concentrations of total-N,
N-soluble (N-NOs", N-NH," and N-amino free); activity of nitrate reductase and soluble
carbohydrates in 80% ethanol, all determined in leaf blades, sheaths, stems and roots,
and leaf chlorophyll content (extracted with N, N-dimethylformamide) and still
determined chlorophyll. Regarding the isolated forms of inorganic N, Tifton 85 grass
responded to ammonium nutrition, nutrition in relation to nitrate, with increased
production of fresh and dry weight total, largest fraction of the total biomass allocation
to roots, higher total chlorophyll content and higher levels of soluble sugars and amino
acids in leaves and roots. Additionally, showed low concentrations of N-NH,;" in all
compartments of plants, even at high doses of N. From the nutritional point of view, the
concentrations found for N-NOs’, even in higher doses of N offer no risk of intoxication
of ruminant animals. As the use of mixed form (NO3sNH,), the metabolic behavior of
plants under treatment maximized the production of biomass and reproduced traits
similar to those seen in purely ammoniacal nutrition, including increased production of
chlorophyll, and preferential allocation of soluble sugars and amino acids in roots and
culms. Nutrition mixed assimilation not increased efficiency compared to the use of
nitrate or ammonium nutrition. It was concluded that a nutrition 200% ammonia or 50%
NOs;+ NH,4", resulted higher in efficiency assimilation of N, nutrition than 100% nitric,
this phenomenon is not documented.

Key words: Cynodon spp. Free amino acids. Nitrate-reductase activity. Soluble sugars
content.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é o macronutriente de maior demanda metabdlica pelas
gramineas forrageiras, uma vez que é um componente estrutural de proteinas, acidos
nucleicos, clorofilas, coenzimas e numerosas outras moléculas do metabolismo
secundério, representando cerca de 2% da massa seca total da planta (MILLER &
CRAMER, 2004).

De forma geral, o cation aménio (NH,4"), oriundo da desaminagio dos compostos
organicos em decomposicdo (amonificacdo), ou da adicdo de fertilizantes amoniacais, e
0 anion nitrato (NO3), resultante da oxidacdo bioldgica (nitrificacdo) do aménio, séo as
formas comuns de N-mineral disponiveis aos sistemas radiculares das plantas. Essa
constatacdo, feita hd muito tempo, propiciou uma extensiva série de estudos, conduzida
por muitos grupos de pesquisa do mundo, com objetivo de elucidar os mecanismos de
absorcdo dessas formas minerais, assim como as consequéncias metabdlicas e
fisioldgicas relacionadas com a sua assimilacdo. Por forca da importancia alimentar e
econdmica das espécies envolvidas, o foco dessas pesquisas recaiu inicialmente sobre as
poaceae produtoras de grdo, como milho, arroz, trigo e cevada (RAO & RAINS, 1976;
FERNANDES & ROSSIELLO, 1979; INSANDE & TOURAINE, 1994; BRITTO &
KRONZUCKER, 2002). Aspectos ecofisioldgicos e agronémicos foram incorporados a
esses estudos béasicos (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995; LEMAIRE et al., 2008).
Em anos mais recentes, estudos sobre transportadores e sua expressao génica tem se
tornado focos importantes da pesquisa nesta area (MOKHELE et. al., 2012). Em relacéo
as plantas forrageiras, estudos similares foram conduzidos, embora em menor
quantidade, tanto em espécies de clima temperado como tropical.

O N ¢é considerado o nutriente mais critico para a producdo das pastagens, por
ser muito instavel no ecossistema solo-planta-animal. Com efeito, num sistema pastoril
tipico, o N circula através de diversas vias, tanto biologicas quanto quimicas, as quais
envolvem mudancas no estado de oxidacdo e de fase (sélido-liquido-gas) do elemento,
entre os varios compartimentos, ou “pools”, pelos quais circula (ROSSIELLO et. al.,
2007).

Os teores de NOs e NH;" no solo, dependem da fonte e quantidade do N
adicionado, assim como do balango entre os processos de amonificagdo, nitrificacdo,
imobilizacdo e desnitrificacdo, modulados por flutuagdes ambientais e pelo sistema de
utilizacdo da pastagem. Desses processos, a nitrificacdo exerce um papel central no
funcionamento de muitos ecossistemas, ja que além de estar envolvido diretamente na
nutricdo vegetal, regula a magnitude das perdas de N através da lixiviacdo e/ou
denitrificacdo do anion nitrato (ROSSIELLO et al.,, 2007). O N € perdido
principalmente pela lixiviacdo de nitrato, a volatilizacdo de aménia e a emissdo de gases
como N, N,O, fortes contribuintes ao aquecimento atmosférico (ISHIKAWA et al.,
2003). Nessa ultima direcdo, Jackson et al. (2008) afirmaram que pode ser esperado que
tanto a disponibilidade de N quanto a proporcdo de NH;" vs. NO3™ no solo venham a
influenciar as respostas vegetais a elevacdo do teor de CO;, na atmosfera. Isto tem
conduzido a percepcdo de que pesquisas que contribuam para uma maior compreensdo
da quimica de N no solo, e da bioquimica da absorcéo e assimilacdo das formas de N
disponiveis as plantas, podem ajudar no desenho de melhores préaticas de manejo para
ecossistemas naturais ou cultivados.

Tem sido estimado que, normalmente, menos de 50% do N aplicado sob a forma
de fertilizante é utilizado pelas culturas. Como os adubos nitrogenados sdo insumos de
grande peso nos custos da producdo agropecudria, o tema da eficiéncia da sua utilizacdo
também esta ligado a eficiéncia com a qual as plantas absorvem as formas de N mineral
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disponiveis na solucdo do solo (GLASS, 2003). A pesquisa conduzida até o presente,
sobre os diversos aspectos da absorcdo e utilizagcdo de N pelas plantas, tem mostrado
que além da quantidade suprida, a forma de N disponivel as plantas exerce efeitos
significativos sobre a fotossintese e o crescimento vegetal (ZHOU et al., 2011).
Também ficou evidente que as preferéncias entre as formas nitrica ou amoniacal variam
entre as espécies vegetais. Assim, embora as plantas as vezes consigam metabolizar
grandes quantidades de NH;*, sem mostrar sintomas de toxidez, a nutricdo amoniacal
via sistema radicular pode afetar negativamente o metabolismo e por consequéncia, 0
crescimento vegetal (FERNANDES, 2006). De fato, muitas espécies mostram maior
crescimento quando cultivadas com ambas as formas conjuntamente, em comparagédo
com a nutri¢do nitrica ou amoniacal, isoladamente (GLASS et al., 2002).

Segue-se que o conhecimento das respostas metabdlicas as diferentes doses e
formas de N sdo indispensaveis para 0 manejo adequado e uso mais eficiente da
adubacdo nitrogenada, minimizando ao mesmo tempo perdas de nutrientes para o
sistema, assim como problemas potenciais de toxidade nas plantas e intoxicagdo em
animais. Assim, ha uma vasta agenda de temas, tanto do ponto de vista ecoldgico
quanto produtivo, ligada a absorcéo, assimilacdo e utilizacdo das formas de N-mineral
por parte das espécies forrageiras.

Para a realizacdo do presente estudo foi escolhido o capim Tifton 85 (Cynodon
spp.), uma espécie forrageira considerada exigente em fertilidade e responsiva a
adubacdo nitrogenada, da qual ndo se conhecem os limites ecofisiologicos de
tolerancia/sensibilidade a nutri¢do nitrica ou amoniacal, fornecida seja de forma isolada
ou combinada.

Duas hipoteses de trabalho nortearam os experimentos. Como ponto de partida,
foi suposto que a nutri¢do nitrica, de forma exclusiva, deveria conduzir a uma maior
eficiéncia de assimilacdo de N por parte do capim, em relacdo a nutricdo amoniacal
exclusiva. Para testar essa hipotese, foi realizado um experimento, em solucao nutritiva,
sob condi¢cbes ambientais pré-fixadas. Numa segunda instancia, foi pesquisado o
comportamento assimilatério do capim Tifton 85 frente a uma nutricdo mista (50%
NH;": 50% NO3), em experimento conduzido com solo em condicdes de casa de
vegetacdo. A ideia a ser testada foi a de que uma nutricdo mista deveria aumentar a
eficiéncia assimilatoria do capim em relacdo a obtida com utilizacdo de nutricédo
amoniacal ou nitrica exclusiva. Para verificar a validade dessas hipdteses, ambos os
experimentos tiveram os seguintes objetivos: 1) quantificar os efeitos das fontes de N
sobre a producdo de massa fresca e seca de raizes, colmos, bainhas e ldaminas foliares do
capim Tifton 85 aos 14, 21, 28 e 35 dias de um ciclo de rebrota; 2) determinar as
concentracgdes e as flutuacdes temporais dos teores de agucares sollveis, N-amoénio, N-
nitrato, N-amino e N-total em raizes, colmos, bainhas e laminas foliares do capim
Tifton 85; 3) avaliar os niveis de atividade da enzima nitrato redutase nas diferentes
partes da planta; e 4) determinar, nas primeiras folhas expandidas , o teor de clorofila
extraida diretamente, assim como comparar esse método com um outro consistente no
uso de um clorofildmetro portatil.



2 REVISAO DE LITERATURA

Existem diversos fatores que influenciam na produtividade de uma pastagem.
Um dos mais significativos € o baixo teor de nitrogénio (N) presente na maioria dos
solos brasileiros, o que resulta na baixa produtividade observada em grande parte dos
sistemas de producgdo em pastagem (SOARES et al., 1998; COSTA et al., 2008). Além
da disponibilidade deste nutriente no solo, a eficiéncia na absorcao e uso do N (nas suas
formas i6nicas) pelas plantas torna-se relevante no contexto de sustentabilidade dos
sistemas produtivos, principalmente sistemas de pastagens com elevado uso de
fertilizantes (CORREA et al., 2007).

Desta forma, torna-se importante conhecer as formas iénicas do N mineral
preferencialmente absorvidas pela espécie forrageira, como forma de subsidiar a
definicdo de melhores praticas de manejo da adubacdo nitrogenada para Cynodon spp
(GLASS et al., 2002; MILLER & CRAMER, 2004; CHIEN et al., 2009).

2.1 Formas de N Inorganico no Solo.

As formas mais abundantes de N inorgéanico na solucdo do solo séo o nitrato
(NO3") e 0 aménio (NH,4"), intensamente estudado ao longo dos anos (FERNANDES &
ROSSIELLO, 1986; RUSSELLE, 1992; JARVIS et al., 1995; CANTARELLA, 2007;
JACKSON et al., 2008).

No solo, o N tem origem dos residuos vegetais, animais e pela fixagdo do N
atmosferico (N,), ja que esse nutriente ndao faz parte da rocha matriz. Apesar de
abundante na atmosfera, 0 N, ndo esta disponivel a uma grande parte dos organismos
vegetais, sendo necessario o emprego de processos microbioldgicos, elétricos e de
combustdo para sua natural fixacdo e incorporacao nos solos (RUSSELLE, 1992).

Em um sistema pastoril é possivel que existam pelo menos quatro fontes de
ingresso de N a pastagem (Figura 1). A partir da atmosfera, o N pode ser adicionado por
duas vias: pela deposicdo (seca ou imida), de formas inorganicas (NH;" e NO3), em
gue compostos organicos complexos, contidos em poeiras ou dissolvidos na agua das
chuvas e pela fixacdo bioldgica do N, atmosférico (RUSSELLE, 1992). Outra via € a
constituida pela incorporacdo de fertilizantes nitrogenados, quimicos ou organicos
(MILLER & CRAMER, 2004; CHIEN et al.,, 2009). Finalmente, o balanco das
importacbes de N para a pastagem deve contabilizar o N contido em suplementos
alimentares, concentrados e volumosos, utilizados em cada sistema de producéo,
especialmente na época seca do ano (ALMEIDA, 2001). Na Figura 1, pode ser
observada uma representacdo esquematica dos principais compartimentos e a direcao
dos fluxos de N em um sistema de pastagem:
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Figura 1. Diagrama do ciclo do N em uma pastagem. Os compartimentos sao
mostrados em seus tamanhos relativos: NO (N orgénico do solo); NBM (N na biomassa
microbiana); NBF (N da fauna do solo); NBH (N na biomassa de herbivoros); NBP (N
na biomassa da pastagem - raizes e parte aérea, 1:1) e NI (N inorgéanico na solucéo do
solo - NH,", NO,", NO3). Fonte: Modificado de RUSSELLE (1992).

Destaca-se, ainda, que, que, uma parte importante do N esta relacionada aos
animais e é reciclada sob a forma de fezes e urina (NBH, Figura 1). A importancia desta
fonte de N, em termos de seu reaproveitamento pela planta forrageira, depende de uma
série de fatores, tais como o tipo de animal, o tipo e sistema de manejo do pastejo e 0
comportamento do animal na pastagem, estando também na dependéncia de fatores
ambientais, topograficos, do solo e ainda, relacionados a qualidade da dieta
(CANTARUTTI et al., 2001; MAGIERO, 2004).

O NH," é o produto final do processo de decomposicdo, parte desse nutriente é
normalmente incorporado pela microbiota do solo, outra parte é absorvida pelas raizes
das plantas como amoénio, ou entdo, havendo auséncia de carbono (C), energia e
principalmente em condicbes aerobicas, as bactérias nitrificadoras (Nitrossomonas e
Nitrobacter) rapidamente oxidam o NH;" a nitrito (NO;) e em seguida a NO3s". O NOs’
entdo pode ser absorvido, assimilado e temporariamente estocado pelas células vegetais
(BELLOW 1995; GLASS et al., 2002).

O N amoniacal possui como caracteristica a elevada solubilidade em agua e a
grande capacidade de interacdo com os coldides do solo, ndo sendo facilmente perdido
por percolacdo no solo. Sua maior desvantagem esta associada a possibilidade de perdas
gasosas com a volatilizacdo por aménia (NH3z) (MARTHA JUNIOR et al., 2004), assim
como ocorre com 0 NOg’, sob as formas de 6xido nitroso (N,O) e 6xido nitrico (NO),
que sdo perdidos para a atmosfera, contribuindo para o aquecimento global (RECK &
HOAG, 1997; SUBBARADO, et al., 2009; SIQUEIRA NETO, et al., 2011). O NOg3
também apresenta elevada solubilidade, mas devido ao seu carater anidnico, ndo € retido
pelos coloides do solo, deslocando-se em profundidade pelo espaco poroso do solo até
atingir o lencol freatico, onde se constitui em agente poluidor das aguas sub superficiais,
com consequente contaminacdo da agua (PRIMAVESI, et al. 2006). Na maior parte dos
solos, grande parte do N amoniacal oriundo da decomposicdo da matéria organica é
oxidado a nitrato, sendo esta forma considerada predominante em solos bem drenados
(JARVIS et al., 1995).



Como tanto o nitrato quanto o amoénio podem estar presentes nos solos, uma
maior absorcdo de determinada forma em relagdo a outra € normalmente acompanhada,
ou mesmo favorecida pela variagdo do pH dos solos (MARSCHNER, 1995; SILVA &
VALE, 2000).

Dada a sua importancia, o N e sua dindmica no solo tem sido foco de numerosos
estudos (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000), que visam a determinar condic¢oes
que maximizam o0 seu aproveitamento pelo vegetal. Um grupo destes estudos tem
procurado diminuir as perdas do nitrogénio no solo, bem como melhorar a absorgdo e a
metabolizagdo do N no interior da planta. Nos sistemas de pastagens, o N circula por
diversas vias, podendo ser encontrado em diversos niveis de oxidacdo e de fases do
elemento e em todos os compartimentos, que participa (ROSSIELLO et al., 2007).
VariacOes no tamanho do estoque em cada compartimento é produto de adi¢bes, perdas
e transformacdes que ocorrem nas plantas (RUSSELLE, 1992; JARVIS et al., 1995).

2.2 Aquisicao de N pelas Plantas

A aquisicdo de N pelas raizes das plantas se da principalmente por suas formas
inorgnicas, o nitrato (NOs?) e amonio (NH;") (MARSCHNER, 1995; NASHOLM,
2009; MOKHELE et al., 2012).

O transporte atraves da membrana plasmatica para ambas as formas é
influenciado pelo pH do meio em associagio com a atividade das ATPases
(MARSCHNER, 1995). Ao hidrolisar ATP, a enzima bombeia protons (H") para fora da
célula, o que gera um gradiente eletroquimico entre o exterior celular (positivo) e o

citossol (negativo) (Figura 2).

ATP
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MP

ADP + Pi
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H+ H+ -
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Figura 2. Esquema geral da Absorgdo de Nitrato (NO3) e amdnio (NH,") através da
membrana plasmatica vegetal. (1) Bomba de protons (ATP-ase); (2) Transportador de
NOs’; (3) Transportador de NH,". Fonte: Fernandes (2006).
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A producéo desse gradiente de H* gera uma forga préton motriz que favorece a
entrada de céations na célula. JA& a entrada de anions é desfavorecida pela alta
eletronegatividade no citossol que é consequéncia do gradiente obtido. Portanto, a
passagem do fon nitrato através da membrana plasmatica € contra o potencial
eletroquimico, e, sua entrada na célula esta associada ao cotransporte de um ou mais
cations (H") para manter a eletroneutralidade no interior da célula (XU et al., 2012).

O meio acido favorece a absorcéo de nitrato, enquanto que em pH neutro ou
alcalino, hé& o favorecimento da absor¢do de aménio (XU et al., 2012). Os sistemas de
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aquisicdo de N em plantas sdo constituidos por transportadores com caracteristicas
cinéticas diferenciadas (em termos de K € Vimax) por estas formas de N. Usualmente,
sdo agrupados em duas classes, de alta ou baixa afinidade, identificados pelas suas
siglas em inglés: HATS (High Affinity Transport System/Sistema de Transporte de Alta
Afinidade) e LATS (Low Affinity Transport System/Sistema de Transporte de Baixa
Afinidade), respectivamente. No caso do nitrato, os de baixa afinidade s&o aqueles que
funcionam em concentracdes elevadas de NOs, tipicamente maiores que 1000 uM
(BRITTO & KRONZUCKER, 2005), enquanto os HATS funcionam na faixa
micromolar, respondendo tipicamente entre 200 -500 uM (VIDMAR et al., 2000).

2.3 Assimilagédo do Nitrogénio

Apos a absorcao, o nitrato, deve sofrer reducdo via NADPH a amonio antes de
ser assimilado com esqueletos de carbono. Isso demonstra a existéncia de uma ligacao
entre a assimilacdo de N e a fotossintese, uma vez que o poder redutor é produto da
etapa fotoquimica e os esqueletos de carbono (carboidratos) sdo produtos da etapa
bioquimica da fotossintese (INSANDE & TOURAINE, 1994; SCHEIBLE et al., 1997;
FOYER et al., 2003).

A primeira etapa de reducdo do nitrato a nitrito ocorre no citossol e é catalizada
pela enzima redutase do nitrato (NR) (Figura 3). O nitrito passa para os plastideos
quando nas células radiculares ou para o cloroplasto quando na parte aérea, e é entdo
reduzido a aménio pela acdo da redutase do nitrito (NiR) com a utilizacdo do poder
redutor gerado a partir da via das pentoses fosfato. Para a ocorréncia dessas etapas de
reducdo é necessario a transferéncia de elétrons. Apds reducdo o N é incorporado em
amino&cidos (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000).

ATP—T’ ADP
Vacutolo .
NOy H
/
J €
NO3; loroplasto
GOGAT.
Glu«——GIn
B
I |
L
| + :
Vacuolo | : H S Raiz
Noa- __ | astiaeo
/A : GIFEAGIn
Ve
NO37

.
NH,"

NH,"

Citossol

SOLO

Figura 3. Esquema da rota de assimilagdo do nitrogénio nas raizes e folhas de plantas
(NOs™: nitrato; NO,: nitrito; NH4": aménio; GLN: glutamina; GLU: glutamato; RN:
redutase do nitrato; RiN: redutase do nitrito; GS: glutamina sintetase; GOGAT:
glutamato sintase). Fonte: adaptado de Bredemeier & Mundstock (2000).



Estudos com a espécie Brachiaria radicans evidenciaram que o aumento das
doses de nitrato na solucdo nutritiva estimulou a atividade da enzima nitrato redutase
(CAZETTA & VILLELA, 2004). Outros estudos tem evidenciado que além da
concentracdo de NOs', a luz, a temperatura e o pH apresentam grande influencia sobre a
atividade desta enzima (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000; OLIVEIRA et al.,
2005, MEGDA, 2009).

A avaliacdo da atividade da NR é importante para o entendimento da
assimilacdo de N, pois essa enzima € considerada como uma das principais limitante
neste processo que é dependente da forma e da dose de nitrogénio disponivel as plantas,
de modo a garantir o continuo fornecimento de nitrato (KAWACHI et al., 2002).

A assimilacdo do aménio pelas plantas é importante, pois é uma fonte de N
prontamente disponivel, em relacdo ao NOjz e, em condicdes de disponibilidade
adequada, na assimilagdo de N por meio de fontes amoniacais ocorre uma economia
energética para a planta. Essa energia pode ser direcionada ao crescimento e producao.

Duas enzimas sdo responsaveis pela assimilacio do amdnio. Uma delas € a
enzima glutamina sintetase (GS) e a outra é a glutamato sintase (GOGAT). Quando a
planta se encontra em situacbes em que um fator essencial para a assimilagdo do
amonio, como por exemplo, energia metabolica, poder redutor (elétrons) e esqueletos de
carbono, estejam em déficit, o nitrato absorvido pode ser transportado até outras células,
ou armazenado nos vacuolos (Figura 3). No caso do amonio sua assimila¢do tem que ser
realizada nas células da raiz, pois 0 NH3, em concentragdes celulares elevadas pode vir a
ser toxico para a planta, dentre outros, por causar desbalanco no potencial elétrico trans-
membrana e o desacoplamento na fosforilacdo oxidativa (BRITTO & KRONZUCKER,
2002).

O amodnio liberado no processo de desaminacdo da glicina na reciclagem do 2-
fosfoglicolato produzido quando a RUBISCO opera em sua atividade oxigenase, €
normalmente metabolizado, evitando assim a sua toxicidez (OLIVEIRA et al., 2000;
XU et al., 2012). Existem relatos de plantas tolerantes a altas concentracdes de aménio,
como por exemplo, o arroz, que consegue regular o potencial elétrico trans-membrana,
diminuindo a carga negativa do citossol e consequentemente diminuindo a concentracao
de amonio no interior da célula (BRITO et al., 2001 a,b; BRITTO & KRONZUCKER,
2002). Entre as plantas forrageiras, o maior destaque é atribuido a espécie B.
humidicola, que além de apresentar boa adaptacdo a solos encharcados, ainda produz
um metabdlito secundario em suas raizes que é capaz de inibir a nitrificacdo
(SUBBARADO, et al., 2009).

2.4 Influéncia do Nitrogénio no Metabolismo e Desenvolvimento Vegetal

A absorcdo de NOs e NH;" corresponde a maior parte do N prontamente
disponivel as plantas e garante o grande aporte de N necessario para a sintese de
moléculas organicas importantes e necessarias a vida (FERREIRA, et al., 2001). Além
de influenciar na sintese destas substancias, 0 N participa ativamente no crescimento de
gramineas forrageiras, atuando principalmente na sua morfogénese. Apesar destas
caracteristicas normalmente serem determinadas em perfilhos previamente
selecionados, tais modificacBes ndo estdo restritas a plantas individuais, ja que seus
efeitos em conjunto influenciam o dossel vegetal como um todo (WHITEHEAD, 1995,
GASTAL & LEMAIRE, 2002). Portanto, a deficiéncia do N pode diminuir o
crescimento e o desenvolvimento de folhas, caules e raizes das plantas (HOPKINS,
1995; MARSCHNER, 1995).



O estudo de doses de N sobre as caracteristicas metabdlicas, morfogénicas e
produtivas tem assumido importante papel no manejo de um grande nimero de espécies
forrageiras (MARTUSCELLO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; GOMIDE, et al.,
2011; PREMAZZI et al., 2011; CABRAL et al., 2012; SOUSA et al., 2012). O
suprimento de nitrogénio influencia a producdo da forragem em nivel metabdlico,
principalmente por fazer parte das proteinas e enzimas diretamente relacionadas a
fotossintese como a ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase (RUBISCO) e
clorofilas. Além disso, o N influencia ativamente na morfogénese e estrutura das
plantas, principalmente sobre o tamanho final da folha, a taxa de crescimento foliar, o
indice de area foliar (IAF), o tamanho, peso médio e nimero de perfilhos (PREMAZZI,
et al., 2003; PEREIRA et al., 2012; PAIVA et al., 2012).

Os trabalhos tem evidenciado que o N influencia no crescimento e morfogénese
de cada espécie de maneira particular, havendo importante participacdo das condigdes
ambientais (ANDREWS et al., 1991).

Em relacdo a forrageiras de clima temperado, como Lolium perenne, L.
multiflorum e Festuca arundinacea, a relacdo existente entre suprimento de N e
incrementos nas taxas de crescimento sdo bem descritos em literatura (ROBSON &
DEACON, 1978; PEARSE & WILMAN, 1984; GASTAL et al., 1992).

Para forrageiras tropicais, com metabolismo fotossintético do tipo C, as
pesquisas confirmam a acdo do nitrogénio de modo ainda mais ativo na morfogénese e
crescimento de uma grande variedade de plantas forrageiras como para as espécies
Panicum maximum cv. Mombaca, cv. Tanzénia e cv. Massai (GARCEZ NETO et al.,
2002; MARTUSCELLO et al., 2006, OLIVEIRA et al., 2007), para Urochloa brizantha
cv. Marandu, cv. Xaraés e cv. Piatd (ALEXANDRINO et al., 2004; MARTUSCELLO
et al., 2005; MEGDA & MONTEIRO, 2010, PAIVA et al., 2012, SOUSA et al., 2012),
para Pennisetum purpureum (GOMIDE et al., 2011) e para o capim Tifton 85
(PREMAZZI et al., 2011, PEREIRA et al., 2012).

Para o capim Tifton 85 especificamente, uma graminea forrageira de ciclo
fotossintético do tipo C4 de elevado potencial de resposta a adubacdo nitrogenada, o N
proporciona variagao positiva no comprimento foliar, na area da lamina foliar, na taxa
de alongamento da folha e no indice de Area Foliar (IAF), sendo os maiores
incrementos no crescimento foliar, observadas entre o controle (sem N) e a dose de
80mg N kg™ de solo (PREMAZZI et al., 2011).

2.5 Acumulo Foliar e Intoxicacdo de Bovinos por NO3 /NOy

Para a assimilacdo do NOj3 absorvido pelo sistema radicular, a planta, consome
uma grande parte do poder redutor produzido durante a fotossintese (aproximadamente
25%). Desta forma, plantas cultivadas em solos onde ocorre ampla predominancia de N-
NOj3 e sob condicdes climaticas que favorecem o baixo nivel de radiacdo incidente, esse
nutriente pode ser temporariamente absorvido e armazenado no vacuolo celular das
células vegetais. Diferente das plantas anuais, como o arroz e o milho, em espécies
forrageiras essa caracteristica pode representar um elevado risco aos animais,
principalmente se a espécie forrageira apresenta o acumulo de N-NOj
preferencialmente nas folhas, ou outras partes comestiveis por animais ruminantes como
as bainhas foliares e as por¢des mais finas dos colmos. Para evitar o acimulo de N-NO3’
em partes comestiveis das plantas, é fundamental que as duas enzimas relacionadas ao
metabolismo de N-NOj3™ estejam com elevada atividade.

No Brasil, alguns surtos de mortandades de bovinos causadas por altas
concentragdes de nitratos nas plantas tém sido descritas ndo somente em gramineas



anuais como aveia e azevém, ocorridos em pastagens excessivamente adubadas na
regido sul (JONCK, 2010), como também em forrageiras perenes como 0 capim
mandante (Echinochloa polystachya) e capim elefante (Pennisetum purpureum),
adubadas com esterco bovino na regido nordeste (MEDEIROS, et al., 2003). Neste
altimo caso, os autores sugerem que houve grande influencia do fluxo sazonal de
nitrato, que ocorre logo nas primeiras chuvas, apds periodos prolongados de estiagem, e
também pela influéncia da adubacao organica em excesso.

Elevados teores de nitrato s&o prejudiciais, principalmente pelo fato deste
nutriente ser transformado ao nivel de rimen a nitrito, podendo ser absorvido pela
mucosa ruminal, onde chega a corrente sanguinea e interage fortemente com o grupo
heme da hemoglobina, que é oxidada do estado ferroso (Fe,") para o estado férrico
(Fes"), passando a se chamar metemoglobina. Essa por sua vez ndo carreia oxigénio
(O,) para os tecidos, resultando nos sinais clinicos caracteristicos observados nos
animais de hipoxia e anoxia tecidual (RADOSTITS, 2000; JONCK, 2010).

Em termos de sensibilidade a intoxicacBes por nitratos/nitritos, as espécies
animais consideradas mais sensiveis s30: 0s suinos, bovinos, ovinos e equinos (JONCK,
2010). Jonck em 2010 revisou mais de 45 casos de mortes de bovinos intoxicados por
NOjs’, em pastagens de aveia e azevem adubadas com altas doses de N mineral ou com
esterco suino. Neste estudo, determinacdes de teores de nitrato nas pastagens onde
foram registradas intoxicacdo e morte de bovinos revelaram que a faixa toxica é
bastante ampla e elevada. Sendo observada mortalidade de bovinos alimentados com
pastos com teores de NO3™ acima de 3003mg/kg de NO3'.

2.6 Toxidez pelo Ambnio em Plantas

Assim como ocorre com 0 acumulo de nitrato nos tecidos das plantas, a
utilizacdo de elevadas doses de N, em pastagens manejadas intensivamente , em
condicdes edéficas propicias, podem em maior ou menor tempo e dose favorecer a
ocorréncia de sintomas de toxidez de aménio em plantas. Tal situacdo pode ser
favorecida quando sdo utilizadas principalmente fontes de N de origem amoniacal
(BRITO & KRONZUCKER, 2002).

O amodnio afeta desde a germinacdo, o0 estabelecimento, o crescimento e a
producdo das plantas, sendo mais comum a ocorréncia deste evento quando o aménio é
a unica forma disponivel de N as plantas (WESTWOOD & FOLY, 1999; ZHANG &
RENGEL, 2000; BRITO & KRONZUCKER, 2002).

Outro fator importante no estudo da toxidez do amdnio em plantas ¢ a tolerancia
ou sensibilidade observada em funcéo de cada espécie. Dentre as espécies vegetais mais
sensiveis a amonio temos a cevada, a batata e o feijdio (FERNANDES & ROSSIELLO,
1986; ZHU et al., 2000; BRITO et al., 2001b). Também sdo reconhecidas espécies
tolerantes a maiores concentracfes de amdnio como a mandioca e poaceae cOmo 0 arroz
e as forrageiras Urocloa humidicola; U. decumbens e Paspalum notatum (SAHRAWAT
& KEENEY, 1984; FERNANDES & ROSSIELLO, 1986; SUBBARAO et al., 2000;
CRUZ et al., 2006; ARAUJO, et al., 2009). Nesse sentido, Shan et al., (2012), relataram
que diferentes espécies, ou até mesmo gendtipos de uma mesma espécie, podem
apresentar preferéncias por nitrato ou amoénio, conforme as pressdes seletivas e
consequentes adaptacdes fisioldgicas.

Em condicBes onde a fotossintese e a producgéo de carboidratos sdo prejudicadas,
ocorre a diminui¢do de assimilagdo do aménio pela falta de esqueletos de carbono,
reduzindo assim o crescimento das plantas (BRITTO & KRONZUCKER, 2002; RUAN
et al., 2007). Uma das formas de monitorar a ocorréncia de toxidez aguda por aménio é



através do acumulo de aminoacidos livres, principalmente glutamina e asparagina, que
por apresentarem uma baixa relacdo C:N sdo utilizadas pelas plantas para a
detoxificacdo de niveis citossolicos potencialmente toxicos do NH,4". Esses aminoacidos
sdo sintetizados pela planta em resposta a elevada disponibilidade de amoénio em relagéo
a disponibilidade de carboidratos, uma vez que apresentam uma baixa relacdo C:N (5:2
e 4:2, respectivamente) (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em area pertencente a Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), no Instituto de Agronomia, localizado no municipio
de Seropédica, RJ (22°45°53”" S, 43°41°56’W e 33m de altitude). O clima local
enquadra-se no tipo Aw da classificagdo de Kdppen, correspondente a tropical com
estacdo seca bem definida.

Para atender aos objetivos propostos, foram conduzidos dois experimentos,
ambos em ambientes protegidos, sob condi¢des ambientais pré-fixadas (Experimento I,
camara de crescimento, cultura hidropdnica) ou semi-controladas (Experimento I, casa
de vegetacdo, com terra fina como substrato). O cultivo das plantas foi realizado
durante o periodo marco-julho de 2010.

3.1 Obtencao de Propéagulos

Para obtencdo dos propagulos procedeu-se a colheita de estolfes sadios do
capim, oriundos de uma area experimental proxima, situada na Estacdo Experimental de
Parasitologia (IV/UFRRJ) sobre Planossolo Haplico. Essa area vem sendo utilizada
desde 2006, tendo sido desenvolvidos nela diversos projetos relacionados com a
avaliacdo de caracteristicas ecofisiologicas e produtivas do capim Tifton 85 sob
adubacdo nitrogenada (GALZERANO et al.,, 2008; BARBIERI JUNIOR, 2009;
BARBIERI JUNIOR et al., 2010 e 2012; SILVA, 2009; OLIVEIRA et al., 2010;
SILVA et al.,, 2011). Os melhores perfilhos, com raizes basais emitidas, foram
destacados, lavados e transplantados em bandejas contendo areia lavada e autoclavada
como substrato. As bandejas foram alocadas em ambiente mantido a sombra, dentro de
casa de vegetacdo, durante duas semanas. Subsequentemente foram submetidos a uma
nova selecdo visando a maxima uniformizacdo do material clonal utilizado nos
experimentos.

3.2 Experimento | — Camara de Crescimento (Fitotron)

O experimento foi conduzido em sistema hidrop6nico, em ambiente controlado,
utilizando-se para tal uma camara climatizada (fitotron), localizada nas dependéncias do
Departamento de Solos da UFRRJ. O sistema hidropénico foi ligado a um sistema de
arejamento descontinuo, ativado com frequéncia de 20 minutos/hora, proporcionando a
oxigenacdo necessaria para 64 vasos (1,7 L de solucdo nutritiva, 4 pl/vaso) (Figura 4).
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Figura 4. Disposicdo das mudas dentro da camara de crescimento A. Vista geral dos
vasos dentro do fitotron. B. Outro angulo mostrando as plantas dispostas nas bancadas, a
1,0 m de altura.

3.2.1 Tratamentos

O experimento envolveu o uso das duas principais formas de N utilizadas pelas
plantas forrageiras, o nitrato (N-NOs") e 0 amonio (N-NH;") (JARVIS et al., 1995).
Essas formas foram combinadas em quatro doses, a saber: 0,5; 2,0; 5,0 e 10,0 mM de N,
respectivamente.

A terceira varidavel experimental considerada foi o fator tempo, expresso na
forma de dias ap6s um corte de uniformizacdo (DAC), considerado como dia zero. A
duracédo do periodo experimental foi determinada pela experiencia prévia de campo, em
que um ciclo de rebrota do capim, até atingir 95% de interceptacdo da radiacdo
fotossintéticamente ativa, sob as condi¢cdes ambientais vigentes durante os meses de
dezembro a fevereiro, tem extensdo de 28 a 35 dias (BARBIERI JUNIOR, 2009;
OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al., 2011). Assim, foram definidas quatro datas: 14,
21, 28 e 35 DAC, respectivamente. Cada tratamento foi repetido quatro vezes,
totalizando 128 vasos (2x4x4x4), que foram distribuidos em um delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial (Forma de N x Dose X
Epoca). Todavia, pelas dimensdes reduzidas da camara de crescimento (Figura 4) néo
foi possivel alocar todos os 128 vasos simultaneamente, sendo feitas duas baterias
sucessivas de cultivo, com 64 vasos cada, correspondentes a forma nitrica ou amoniacal,
respectivamente (ver item 3.2.2).

As solucdes nutritivas foram trocadas a cada quatro dias. O pH das solugdes foi
ajustado, a cada dois dias, a um valor de 5,8, para compensar variacbes devidas a
absorcdo ionica, utilizando-se quantidades apropriadas de solucdes diluidas de H,SO,4
ou NaOH. O volume da solucdo nutritiva dentro dos vasos foi controlado diariamente,
sendo reposto a cada dois dias, na primeira semana, e diariamente, posteriormente. A
oxigenacdo da solucdo nutritiva foi realizada por meio de uma bomba de ar, acoplada a
um sistema de mangueiras, conectadas a cada vaso via uma mangueira de arejamento
acoplada a uma pedra porosa de silica normalmente utilizada em aquicultura.

3.2.2 Ajuste das condicOes ambientais de cultivo

O experimento foi dividido em duas etapas, sendo a primeira com a forma N-
nitrato e uma segunda etapa com a forma N-NH,*. Do ponto de vista experimental,
ambos 0s experimentos sdo diretamente comparaveis, uma vez que o ambiente da
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camara de crescimento foi controlado com programa ajustado para proporcionar 0S
seguintes pardmetros ambientais: a) Irradiancia fotossintética: 1000 pmol m?s™; b)
fotoperiodo: 12/12 h (diurna/noturna); c¢) temperatura ambiente: 30/24° C
(diurna/noturna); d) umidade relativa do ar: 70%.

3.2.3 Composicao da solugdo nutritiva.

A solucdo nutritiva utilizada foi a de Hoagland & Arnon (1950). Nas tabelas 1, 2
e 3 relacionam-se os sais utilizados nas solucdes estoques dos micro e macronutrientes,
além das fontes de N-NOs™ e N-NH," utilizadas: Ca (NOs), e KNO3 para a forma nitrica
e (NH4),SO, para a forma amoniacal, com grau de pureza de reagente analitico (Vetec®
e Sinthy®).

As avaliacOes estruturais, nutricionais e analises de metabolismo seguiram a
mesma metodologia para os experimentos e as mesmas sdo detalhadas no topico
“determinagdes experimentais”.

Tabela 1. Formulagido da solu¢do de micronutrientes utilizada no experimento para
solucdo nutritiva.

. Solucéo de Micronutrientes
Ingredientes

gL”
Acido Bérico (B) 2,86
Sulfato de Cobre. 5H,0 (Cu) 0,0079
Sulfato de Manganés (Mn) 2,512
Sulfato de Zinco. 7H,0 (Zn) 0,220
Molibdato de Sédio. 2H,0 (Mo) 0,0246

Tabela 2. Formulacdo da solucdo de nutritiva (macronutrientes) utilizada, na avaliacao
da forma N-nitrato como fonte de N.

~ -y _1
Ingredientes Solugdes Nutritivas (g 38L™)

0,5mM 2,0mM 5,0mM 10,0mM

Sulfato de Mg. Heptahidratado 18,5 18,5 18,5 18,5
Nitrato de Potassio 0 0 0 7,96
Nitrato de Calcio Tetraidratado 2,24 8,97 22,44 35,87
Fosfato Potassio dibasico 6,62 6,62 6,62 6,62
Sulfato de Potassio 13,19 13,19 13,19 6,33
Sulfato de Calcio dihidratado 24,53 19,62 9,80 0

Ferro (FeDDHMA) 1,266 1,266 1,266 1,266
Micro (- Fe) (mL) 38 38 38 38
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Tabela 3. Formulagéo da solucgdo de nutritiva (macronutrientes) utilizada, na avaliacdo
da forma N-am6énio como fonte de N.

~ s -1
Ingredientes Solugdes Nutritivas (g 38L™)

0,5Mm 2,0mM 5,0mM 10,0mM

Sulfato de Mg. Heptahidratado 18,5 18,5 18,5 18,5
Sulfato de amdnio 1,25 5,02 12,55 25,09
Fosfato Potassio dibasico 6,62 6,62 6,62 6,62
Sulfato de Potassio 13,19 13,19 13,19 13,19
Sulfato de Calcio dihidratado 20,65 20,65 20,65 20,65
Ferro (FeDDHMA) 1,266 1,266 1,266 1,266
Micro (-Fe) (mL) 38 38 38 38

3.3. Experimento Il - Casa de Vegetacao

Mudas enraizadas, conforme descrito previamente, foram transferidas para vasos
plasticos com capacidade para 10 Kg de solo. O solo utilizado como substrato foi
coletado na mesma area experimental de onde foram obtidos os propagulos (item 3.1)
classificado como Planossolo Haplico, de acordo com o Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solos (SANTOS et al., 2006).

Previamente a coleta do solo, em marcgo de 2010, foi realizada uma amostragem
na mesma camada em que o substrato foi coletado (0,0-0,20 m). Os dados analiticos de
rotina foram obtidos no Laboratorio de Fertilidade de Solos, Plantas e Residuos da
UFRRJ (Tabela 4).

Tabela 4. Anélise quimica da camada aravel (0-0,2 m) do Planossolo Haplico utilizado
no experimento 1.

Prof. (m) Ca* Mg?* K H+Al v PO MO.™ oH
(cmol/dm?) (%) (mg/dm®  (g/kg) (dgua,1:2,5)
0,0-0,2 1,8 1,0 0,09 2,1 55 40 1,3 6,2

®) P disponivel (Mehlich-1) ©” C organico (Walkey-Black) x 1,72.

Ap0ds a coleta, o solo foi seco a sombra e peneirado em malha de 2 mm, sendo
em seguida homogeneizado, pesado e colocado nos vasos.

Uma adubacdo basal com solucdo de micronutrientes (Tabela 1) foi realizada
previamente ao plantio das mudas. Em seguida dgua deionizada foi adicionada até que o
solo atingisse a sua capacidade de campo. A perda de umidade dos vasos foi reposta
diariamente.

As mudas (cinco por vaso) foram transplantadas ao final da tarde, sob
temperatura mais amena. Trés semanas ap0s o transplante, foi realizado um corte de
uniformizacdo, a uma altura de 2-3 cm da base do colmo (Figura 5), sendo a seguir
aplicados os tratamentos experimentais.

Os tratamentos foram compostos de quatro doses de N: zero, 80, 160 e 240 mg
N kg™ de solo e de quatro épocas de coleta: 14, 21, 28 e 35DAC. Como fonte de N foi
utilizado Nitrato de Aménio (NH4NO3).
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Figura 5. A) Corte de uniformizacdo do capim, na casa de vegetacdo; B) Aspecto dos
vasos apos o corte de uniformizag&o.

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x4x4 (Epoca x Doses x Repeti¢cdes). Durante as amostragens, os vasos foram
identificados conforme o tratamento, para facilitar o manuseio das amostras (Figura 6).

Figura 6. Vista parcial do experimento I, mostrando a disposi¢do dos vasos na casa de
vegetacéo.

3.4 DeterminacOes Experimentais

Durante as amostragens, foram determinadas caracteristicas metabdlicas e
produtivas da forrageira. Em cada amostragem, foram realizadas as seguintes
determinagdes: teor de clorofila (extraida diretamente), indice de Clorofila Falker (ICF),
N-NOjz’, N-NH,*, N-amino livre e actcares solliveis, atividade da nitrato redutase, N
total e producdo de massa fresca e seca dos componentes da parte aérea (laminas
foliares, bainhas foliares e colmos).
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3.4.1 Atividade da nitrato redutase

A atividade foi determinada segundo metodologia de Jaworski (1971). Para
determinagéo da atividade da enzima nitrato redutase (ANR) foram pesados amostras de
200mg de tecido vegetal fresco e incubados em 5 mL de tampdo fosfato contendo
KNO;. Apds incubagdo por 60 minutos a 30°C em banho maria termoprocessado, o
nitrito produzido foi quantificado espectrofotometricamente, a A= 540nm, contra uma
curva padrdo de nitrito de sodio.

3.4.2 N-NOg3, N-NH,", N-amino livre e agticares solGveis

Para a determinacdo das fragcdes soliveis do N e de aclcares sollveis, foi
preparado um extrato alcodlico segundo Fernandes (1976). Para tal, foram coletados 0,5
g de massa verde de laminas foliares (terco médio), bainhas, colmos e raizes. O material
foi conservado em etanol 80% e mantido sob refrigeracdo até o momento da sua
extracdo, consistente em maceracdo e fracionamento por particdo de fases em
cloroférmio. O contetido de aminoéacidos livres foi determinado pelo método de Yemm
& Cocking (1955); N-NH," segundo Felker (1977) e N-NOj3™ de acordo com Cataldo et
al. (1975). Os acucares soltveis foram quantificados no mesmo extrato, segundo Yemm
& Willis (1954).

3.4.3 Indice de clorofila (ICF)

Foram feitas determinac¢es indiretas do teor de clorofila foliar, utilizando cinco
laminas foliares do capim, sempre a segunda ou terceira (quando necessario), a partir do
apice. Em cada lamina foram feitas trés leituras, na sua por¢do média da folha. Foi
utilizado um medidor eletronico (clorofildmetro marca ClorofiLOG® modelo CFL
1030, FALKER-Automacédo Agricola, Porto Alegre). Este aparelho fornece valores de
clorofila a, b e total, expressos em uma unidade chamada de indice de Clorofila Falker
(ICF). Maiores detalhes sobre o seu uso sdo informados por Barbieri Junior et al.
(2012).

3.4.4 Quantificacdo de clorofilas por extracdo direta

Os teores de clorofila foram determinados a partir da extracdo, em cinco ldaminas
foliares intactas, de dois discos com 6mm de diametro (Figura 7B), tirados da porcéo
média da folha (BARBIERI JUNIOR et al., 2010). Como solvente extrator, utilizou-se
N, N Dimetilformamida (DMF, espectroscopica, Vetec, RJ) conforme Moran (1982).
As folhas utilizadas para extracao dos discos foliares foram as mesmas que previamente
foram analisadas pelo clorofildometro. As absorbancias dos extratos foram analisadas em
Espectrofotémetro UV-Visivel marca Biospectro modelo SP 220, nos comprimentos de
onda indicados no método de Moran (1982), conforme as equacfes a seguir:

Clor a 12,64 x (A664) —2,99 x (A647)
Clorb 23,26 X (A647) —5,6X (A664)
Clor t (a+b) = 7,04 x (A664) + 20,27 X (A647)
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Figura 7. A. Detalhe do laboratdrio onde foram realizadas as determinacfes analiticas.
B. Instrumentos utilizados na retirada dos discos foliares.

3.4.5 N-total

Laminas foliares, colmos, bainhas e raizes foram coletadas e postas a secar em
estufa ventilada (65+5°C; 72horas), sendo em seguida moidas em moinho tipo Wiley,
com peneira de Imm. Para a determinag@o dos teores de N total, as mostras passaram
por digestdo sulfurica conforme Tedesco et al. (1995). Aliquotas do material digerido
foram transferidas para tubo de destilacdo (25 x 250 mm) do destilador de amdnio
(Kjeldahl) por arraste a vapor, adicionando-se 10 mL de NaOH 10M através do
destilador. O destilado foi titulado com H,SO, 0,025 M padronizado, utilizando-se
acido bdrico como indicador.

3.4.6 Producao de massa seca fresca e seca

A massa total produzida pelo capim assim como a sua particdo nas diversas
fracdes (laminas foliares, bainhas, colmos e raizes) foi determinada ao longo do ciclo de
rebrota através de avaliacbes semanais, aos 14, 21, 28 e 35 dias apds um corte de
uniformizacdo (DAC), realizado no inicio do experimento. O corte foi realizado com
auxilio de uma tesoura e consistiu da remocao de toda parte aérea, tal como feito no
experimento | (Figura 5A). O material coletado foi colocado em sacos pléasticos,
acondicionados em caixa isotérmica, e tdo rapidamente quanto possivel, foram levados
ao laboratério (Figura 7A), para fracionamento dos componentes morfolégicos. Apds a
coleta da parte aérea, foi realizada a separacdo das raizes do solo. Subsequentemente,
foram submetidas a lavagem repetida para retirada de particulas de terra aderida. No
caso das raizes desenvolvidas em condicdes de camara de crescimento, as mesmas
foram imersas em agua destilada, em cinco potes de forma sequencial, no intuito de
remover residuos a partir da camada de solug@o “ndo perturbada” que sempre rodeia as
raizes cultivadas em solucdo nutritiva (CLARKSON, 1996).

Ap0s separacdo morfoldgica, a massa fresca de cada componente foi registrada
em balanga com duas casas decimais e em seguida foram retiradas amostras para
obtencéo das fragdes soluveis. Em seguida, o material foi colocado para secar em estufa
ventilada, a 65+5°C, por 72 horas, com posterior pesagem em balan¢a de duas casas
decimais. A partir da soma do peso seco de cada componente morfolégico foram
obtidos os valores de massa seca total de cada tratamento.

17



3.5. Analises Estatisticas

As analises dos dados priméarios foram guiadas inicialmente pela andlise de
variancia, a qual separou efeitos devidos a tratamentos (Forma de N; doses de N, e dias
apos corte) e suas interagdes (Forma x Dose; Forma x Epoca e Dose x Epoca),
procedendo-se aos desdobramentos, quando indicado, conforme os procedimentos do
programa SAS versdo 9.0 (2002). As médias foram discriminadas pelo teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5%.

No caso dos tratamentos de carater quantitativo procedeu-se a andlise de
regressdo. Para tal foi utilizado o software GraphPad Prism verséo 5.0 for Windows
(MOTULSKY & CHRISTOPOULOS, 2003), selecionando-se dentro dos modelos
disponiveis, os mais adequados para cada situacdo, levando-se em consideracdo o
coeficiente de determinacdo das equacgBes de regressdo, a expectativa bioldgica e a
experiéncia prévia em relacdo ao capim Tifton 85. No caso do modelo puramente
exponencial, a taxa de crescimento relativo (T.C.R. = 1/Y. dY/dt) assume um valor
constante (HUNT, 1978), dado pelo coeficiente K ( Y = A. exp[-K. t] ), onde Y é a
variavel ligada a crescimento, A e K séo parametros de ajuste e T = DAC).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O propésito principal dos tratamentos estudados foi o de induzir gradientes
adequados de disponibilidade de N para a nutricdo do capim Tifton-85 sob as condig¢des
ambientais vigentes nos experimentos realizados. Nesse sentido, é de interesse observar
que a literatura registra uma ampla faixa de concentraces de N sollvel extraivel, com
referencias a concentragGes de até 20 mM de NH;" e de 1 a5 mM de NOs’, em solos de
diversos ecossistemas agricolas e pastoris (JARVIS et al.,1995; MAGIERO, 2004;
MILLER & CRAMER, 2004; ROSSIELLO et al, 2007). Ha referencias a
concentragdes muito mais elevadas em certos ecossistemas naturais (GLASS et al,
2002), onde fatores como baixo pH, baixas temperaturas, acumulacdo de compostos
alelopaticos de natureza fenolica ou excesso de umidade inibem a nitrificagdo e
resultam em acumulacdo de NH," nos solos (FERNANDES, 1990; BRITTO &
KRONZUCKER, 2002 e 2005; GLASS et al., 2002; HOLZSCHUH et al., 2009;
RIBEIRO et. al., 2012).

4.1 Experimentacdo em Ambiente Controlado (Experimento I)
4.1.1 Massa fresca

A anélise de variancia para os valores relativos a massa fresca total das plantas
indicou efeitos significativos (teste F) para as variaveis: forma de N (p=0,0207); dose
(p<0,0001) e DAC (p<0,0001), assim como para as interagdes simples forma x dose
(p=0,0018, Fig. 8), forma x DAC (p=0,00136) e dose x DAC (p<0,0001, Fig. 9).
Independentemente de doses e dias de avaliagdo, plantas sob nutricio amoniacal
produziram, em média, 10,2% (p<0,05) a mais do que plantas sob nitrato (55,94 vs.
50,27 g vaso™, respectivamente). Esse resultado corrobora todo o corpo de pesquisas
prévias, indicativas de que, além da quantidade suprida, a forma de N disponivel as
plantas exerce efeitos significativos sobre o crescimento vegetal (CRAMER & LEWIS,
1993; KRONZUCKER et al., 1999; ZHOU et al., 2011).

Os dados relativos a interacdo entre formas e doses de N aplicadas séo
apresentados na Figura 8. Dentro das opcGes disponiveis no software Graph Pad Prism,
foi selecionado um modelo exponencial da forma: Y= A + B exp.(- K.x) para o ajuste
dos pontos correspondentes a ambas as formas de N. Nesse modelo, a ordenada a
origem vale a soma das constantes (A+B). A partir desse ponto, os dados convergem
para um valor maximo superior ou plateau (A), a uma taxa constante (K), para dar conta
do fato dos valores ndo apresentarem tendéncia definida de queda na faixa de doses
aplicadas. Isto possivelmente seja devido a que, de acordo com o conceito de demanda
metabdlica (TOURAINE et al, 1994; GASTAL & LEMAIRE, 2002;
SCHEURWATER et al., 2002; MACDUFF & BAKKEN, 2003; KUSSOW et al.,
2012), as plantas tenham atingido a sua maxima taxa de crescimento com a maxima
dose de N aplicada, dentro dos limites de regime de irradiancia fotossintética e
temperaturas impostos no presente experimento. De acordo com Macduff & Bakken
(2003), o acoplamento entre absorcdo de N e crescimento fica mais aparente quando
avaliado em periodos de tempo que véao de dias a semanas, tal como no presente caso.
Curvas similares as da Figura 8 foram obtidas por Silveira et al. (2007), ao estudar o
efeito de doses e fontes de N sobre a producdo forrageira da cultivar “Coastal
bermudagrass” (Cynodon dactylon (L.) Pers), em condic¢des de campo.
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Figura 8. Variacdo da massa fresca total produzida pelo capim Tifton 85 cultivado em
solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral e quatro doses de aplicacéo.
Barra vertical indica erro padrdo de n= 4 repeti¢des por tratamento.

Na figura 9, apresenta-se o efeito da interacéo entre as doses de N aplicadas e as
datas de amostragem, expressas como DAC, independentemente das formas de N
mineral utilizadas.
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Figura 9. Variacdo temporal da massa fresca total produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral e quatro doses
de aplicacdo. Barra vertical indica erro padrdo de n= 8 repeti¢des por tratamento.

Em todos os casos, o padrdo de variagdo temporal ficou descrito por uma

equacdo exponencial simples, a qual explicou acima de 86% da variabilidade total,
excecdo feita da menor dose de aplicagdo (R*= 0, 735).
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A andlise de variancia para os valores relativos & massa fresca da parte aérea
indicaram efeitos significativos para doses de N e DAC (p<0,0001), assim como para as
interacdes forma de N x dose (p<0,0001) e forma x DAC (p<0,0001). Na figura 10 sdo
apresentados os valores de producdo de massa fresca da parte aérea em funcéo de forma
e dose de N.
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Figura 10. Variacdo da massa fresca da parte aérea produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral e quatro doses
de aplicacdo. Barra vertical indica erro padréo de n=4 repeticGes por tratamento.

Clement et al. (1978) observaram que quando as concentracdes de NOg3
disponiveis a plantas de azevém (Lolium perenne) variaram por um fator de 10° (entre
0,2e200 mgN L=~ 14,3 uM e 14,3 mM, respectivamente), o crescimento vegetal foi
afetado de forma modesta, enquanto que as concentracdes tissulares de N
permaneceram essencialmente constantes. Embora esses resultados ndo possam ser
comparados diretamente com o presente caso, devido as diferencas em metabolismo
fotossintético entre as espécies, 0 mesmo ilustra a ampla capacidade de regulacdo que o
metabolismo nitrogenado pode exercer sobre as taxas de absor¢do de N.

A anélise de variancia para os valores relativos a massa fresca das raizes
indicaram efeitos significativos para formas de N (p<0,0001); dose (p=0,0009) e DAC
(p<0,0001), assim como para as interacdes simples forma de N x dose (p<0,0001);
forma x DAC (p=0,0010) e dose x DAC (<0,0001). Na média geral, os tratamentos que
levaram amonio superaram o0s correspondentes ao nitrato em quase 40% (Figura 11).
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Figura 11. Massa fresca radicular media, produzida pelo capim Tifton 85, cultivado em
solucéo nutritiva, com duas formas e quatro doses de N mineral. Médias: NO3 = 6,03 +
0,255 g/vaso; NH;" = 9,89 + 0,241 g/vaso.

O desdobramento da interacdo fonte x dose € mostrada na figura 12. As curvas
de melhor ajuste neste caso foram de tipo quadratico, mas por comparagdo com as
correspondentes & massa fresca total (Fig. 8) pode-se inferir que as tendéncias de
variacdo sdo bastante similares, com as doses tendo uma influencia limitada no
crescimento das raizes. Também fica evidente que a superioridade da fonte amoniacal
estende-se através de toda a faixa de concentragdes de N aplicadas, mas o contraste é
maximo entre 0,5-2,0 mM. Com aumentos subsequentes da concentracdo externa, as
curvas tendem a convergéncia. Também, o curso temporal do crescimento radicular
com base na massa fresca (Fig.13), o qual reproduz o comportamento exponencial ja
visto na massa fresca total (Fig. 9), resultou mais favorecido com nutricdo amoniacal,
como evidenciam as diferencas em taxas de crescimento, entre ambas as formas. Néo
obstante essa superioridade da fonte amoniacal, observaram-se modificacdes
morfoldgicas nas raizes cultivadas com NH," na maior dose de N aplicada (Fig. 14).
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Figura 12. Massa fresca radicular produzida pelo capim Tifton 85, cultivado em
solucéo nutritiva, em resposta a duas formas e quatro doses de N mineral. Barra vertical
indica erro padrdo de n=16 repeti¢bes por tratamento.

NS
o
)

[EEN
(Sa)
1

ol
1

Massa fresca raiz (g/vaso)
[N
o

@ NO; R%=0,926

© NH," R?=0,969

14 21 28 35
DAC

Figura 13. Variacdo temporal da massa fresca radicular produzida pelo capim Tifton
85, cultivado em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas e quatro doses de N
mineral. As taxas de crescimento sdo: NOs;: 59,4 e NH;": 81,3 mg g* dia?,
respectivamente. Barra vertical indica erro padréo de n= 8 repeticdes por tratamento.

As diferencas

visuais, que ndo foram quantificadas, incluiram diferencas em

comprimento e diametro, além do padrdo de ramificacdo (nUmero e comprimento de
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laterais por eixo nodal) dos respectivos sistemas radiculares, os quais tiveram massas
frescas de magnitude ndo muito diferente (Fig. 12). Anderson et al. (1991) estudaram
esse tipo de efeito em raizes de plantulas de milho hibrido, com idade entre 13 e 20 dias
pés-germinacdo. Esses autores verificaram que as plantulas cresceram melhor sob o
regime de NH,;" do que de NOs". Todavia, com nutrigdo amoniacal, as raizes laterais
apresentaram area seccional transversal 16% maior do que aquelas sob NOj3’, sendo tal
engrossamento devido a alteragfes no cértex radicular. Em relacdo a este fendmeno,
tem sido observado que raizes mais grossas, em particular, raizes laterais de origem
nodal, com engrossamento cortical, podem aumentar a resisténcia radial ao movimento
de &gua e solutos entre a epiderme e o cilindro central, podendo ser parte das
perturbacdes nas relacdes hidricas induzidas pela nutricdo amoniacal, a0 menos em
espécies sensiveis (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995). Por outro lado, mesmo
espécies ou cultivares que possam ser considerados tolerantes, como no caso do arroz,
podem apresentar sintomas de toxidez, principalmente quando associados a situagdes de
desbalanceamento i0nico e/ou concentracfes elevadas de N (BRITTO &
KRONZUCKER, 2002; GLASS, 2003).

Figura 14. Diferencas visuais observadas no desenvolvimento radicular do capim-Tifton
85 em resposta a nutricdo amoniacal, aos 35 dias do periodo de rebrota. A: 0,5 mM; B:
10 mM.

Esses resultados influenciaram a relacdo parte aérea/raiz para todas as doses em
ambas as formas de N (Figura 15).
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Figura 15. Relagdo parte aérea/raiz, base massa fresca, do capim Tifton 85 cultivado
em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N e quatro doses de aplicacdo. Barra
vertical indica erro padrdo de n=4 repeti¢6es por tratamento.

A relacdo parte aérea/raiz foi consistentemente maior (p<0,01) com nutrigdo
nitrica do que com nutricgdo amoniacal (7,63 + 0,84 vs. 533 + 0,53 g/g MF,
respectivamente), chegando a mais de 56% em favor da forma nitrica, na maior dose.
Todavia, dentro de cada forma de N, a relacdo parte aérea/raiz aumentou
significativamente com a dose de N aplicada.

A compreensdo dos efeitos das formas de N sobre a alocacdo preferencial de
massa seca entre parte aérea e raizes (relagdo parte aérea/raiz ou seu inverso) é tema nao
totalmente elucidado, existindo diversas hipoteses explicativas (ANDREWS et al.,
2006). Alguns estudos tém indicado que a nutricdo nitrica constitui um sinal que se
traduz como um estimulo ao crescimento da parte aérea, com inibi¢cdo ou repressdo
correlata do crescimento radicular (BELTRANO et al., 1999; SCHEIBLE et al., 1997;
LOPES & ARAUS, 2008; ZHOU et al., 2011), justificando a elevacao da relacédo parte
aérealraiz, dependendo da concentracdo externa de NOjz. O possivel papel da
concentracdo foliar de NO3™ na determinacdo desse quociente de particdo é abordado no
item 4.1.5.4.

Ja para o caso da nutricdo amoniacal, sdo citadas possiveis perturbaces do NH,"
sobre a fotossintese ou 0 pH citoplasmatico (LOPES & ARAUS, 2008), a geracao de
um sinal especifico para deficiéncia ou auséncia de nitrato, a partir do metabolismo de
N (ANDREWS et al., 2006) ou, no caso das raizes, a competicdo entre crescimento e
assimilagdo de NH;" (GIVAN, 1979) ou ainda uma restricdo ao crescimento resultante
da acidificacdo da solucdo externa (BRITTO & KRONZUCKER, 2002; LOPES &
ARAUS, 2008).

A maioria dessas limitacGes parece restrita a espécies sensiveis apenas. Espécies
forrageiras perenes de clima tropical apresentam padrfes de alocacdo mais ou menos
ajustados aos seus ambientes edafoclimaticos. Por exemplo, ao final de um periodo de
crescimento de 14 dias em casa de vegetacdo, raizes de Paspalum notatum acidificaram
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a terra aderida a suas raizes (um rizocilindro de 2,0mm de espessura), em média, entre
0,6-0,7 unidades de pH, a partir de um valor basal de 5,87, em resposta a aplica¢do de
90 mg NH4" /kg solo (+ Nytrapirin® inibidor de nitrificacdo), de forma Gnica ou
parcelada. Por outro lado, nas plantas que receberam igual quantidade de N sob a forma
de NOg, as variacdo de pH rizosférico ndo excedeu 0,2 unidades. Ao final do periodo
experimental, as plantas sob nutricdo amoniacal acumularam 17% mais massa seca e
26% mais N total do que as que receberam NO3, apresentando massas radiculares com
pesos estatisticamente similares (BENDIX et al., 1982; FERNANDES et al., 1985).
Luisi et al. (1983) cultivaram plantas de milho em vasos com solo, tendo sido estudados
15 tratamentos, envolvendo diversas combinacgdes de doses de Ca(NOs3),; (NH4)2 SO4 (+
inibidor de nitrificacdo) e K,SO,. Com base em dados da relacdo raiz/parte aérea, aos
15, 30 e 45 dias; das taxas de crescimento relativo das raizes nesses periodos e dos
correspondentes valores de pH do rizocilindro, esses autores concluiram que a
acidificacdo do ambiente radicular do milho (a0 menos a niveis moderados) estimula a
alocacdo de carbono as raizes, o que resulta em maiores relacfes raiz/parte aérea. Em
outro experimento de longa duragdo, Logan et al. (1999) seguiram o curso diario da
excrecdo de H* por raizes de Brachiaria dictyoneura e Brachiaria brizantha em cultura
hidrop0nica, e sua relacdo com a absor¢cdo de aménio por essas espécies, a partir de uma
concentragio de 5,0 mM N-NH;" na solugdo nutritiva. As plantas de B. dictyoneura
tenderam a ter maior producdo de massa seca total que as de B. brizantha, como
resultado de uma maior producio de raizes. A producdo diaria de H* aumentou em
concordancia com 0s aumentos em matéria seca, sendo maior em B. dictyoneura. Da
mesma forma, absor¢do de NH;" foi sempre maior em B. dictyoneura do que em B.
brizantha, sendo que a primeira excretou mais H* por cada mol de NH," absorvido do
que a segunda.

Tomados em conjunto, os resultados desses experimentos tem pontos de
coincidéncia com o comportamento do capim Tifton 85 sob nutricdo amoniacal, no que
se refere a producdo de raizes (Fig.12), e possivelmente sirvam como modelo
interpretativo das relacdes parte aérea/ raizes aqui observadas (Fig. 15). E verdade que
no presente caso, 0 pH das solugdes era ajustado a cada dois dias, a um valor basal de
5,8 (Material & Métodos, item 3.2.1), e que ndo foram feitos registros sistematicos dos
volumes de NaOH utilizados para retornar ao pH de referéncia. Por outro lado, também
é certo que periodos de 48 horas sdo suficientes para gerar uma consideravel
acidificacdo na solucdo nutritiva em decorréncia do excesso de absor¢do amoniacal, tal
como observado no estudo de Arruda et al. (1983) com B. decumbens.

4.1.2 Massa seca

Em relacdo a massa seca total, houve efeitos significativos para forma de N
(p=0,0411); dose (p<0,0001) e DAC (p<0,0001), assim como para as interacdes forma x
dose (p=0,0003); forma x DAC (p=0,0157) e dose x DAC (<0,0001). Na média geral da
massa seca, a producdo das plantas cultivadas com amonio foi 9% maior (p<0,05) do
que as plantas com nitrato (10,0 vs. 9,08 g vaso™, respectivamente). O efeito da
interacdo entre doses e formas de N é apresentado na figura 16.
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Figura 16. Variacdo da massa seca total produzida pelo capim Tifton 85 cultivado em
solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses de aplicacéo
Barra vertical indica erro padréo de n=4 repeti¢Ges por tratamento.

Na figura 17 é possivel observar o acimulo temporal de massa seca produzida
pelo Tifton 85, em funcdo das doses aplicadas. Os ritmos diferenciais de acumulo de
massa seca comecam a se evidenciar aos 14 DAC, onde a diferenca entre a maior e
menor dose de N foi de 65% (1,32 vs. 0,82 g/vaso, respectivamente). Essa diferenca
aumentou consistentemente ao longo das trés semanas seguintes de cultivo. Ao final do
periodo experimental, a maior dose teve um acumulo de massa seca de 225%, em
relacdo a menor dose aplicada.
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Figura 17. Variacdo temporal da massa seca total produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em solugéo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses
de aplicagdo. Barra vertical indica erro padrdo da media de n= 4 repeticdes por
tratamento.
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A literatura cientifica registra respostas produtivas do capim Tifton 85 a doses
de N bastante elevadas. Alvin et al. (1999) verificaram que a producéo anual de massa
seca do Tifton 85 cresceu com as doses de nitrogénio até a aplicacdo de 600 kg/ha/ano,
com intervalo de cortes de quatro semanas, durante a estacdo chuvosa. Resultados de
outros autores também confirmam a elevada resposta produtiva do capim Tifton 85 a
adubacdo nitrogenada (OLIVEIRA et al, 2010; SILVA et al., 2011; QUARESMA et al.,
2011; PEREIRA et al., 2012).

Na figura 18 € apresentado o desdobramento da interacdo entre forma de N e
DAC. Até os 21 DAC, as producdes de ambas as formas sdo praticamente idénticas. As
diferencas evidenciam-se a partir dos 28 DAC, em favor da forma amoniacal, mas a
previsdo das curvas exponenciais de ajuste indicou uma superioridade menor da forma
reduzida, aos 35 DAC (20,55 vs. 19,40 g/vaso, Fig. 18).
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Figura 18. Variacdo temporal da massa seca total produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral. Barra vertical
indica erro padrdo da média de n= 4 repeti¢cdes por tratamento.

A andlise de variancia para os valores relativos a massa seca da parte aérea
(MSPA, a soma de colmos + bainhas + laminas foliares) indicou efeitos significativos
para doses de N e DAC (p<0,0001), assim como para as interacfes forma de N x dose
(p=0,0003); forma x DAC (p<0,0001) e dose x DAC (p=0,0198). Este componente foi
afetado apenas marginalmente pela forma de N (p=0,072). Na figura 19 sdo

apresentados os dados relativos a producdo de MSPA em funcao das formas e doses de
N.
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Figura 19. Variacdo da massa seca da parte aérea produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em solucgéo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses
de aplicacdo. Barra vertical indica erro padréo de n=16 repeti¢des por tratamento.

Essa figura evidencia que apesar de ndo haver diferencas absolutas entre as
formas (p>0,05), quando é considerado o efeito das concentra¢des, surgem dois padrdes
de resposta estatisticamente diferenciados, justificando a existéncia de interacao
significativa forma x dose. A fonte amoniacal evidenciou maior superioridade nas doses
intermediarias (2-5mM), do que nas doses extremas (Figura 19), e ficou caracterizada
no valor da sua constante K= 0,551, que duplica o valor correspondente a forma nitrica
(K=10,269).

Ao considerar em conjunto os dados das figuras 18 e 19 é possivel inferir que as
diferencas observadas em massa seca total estdo diretamente relacionadas a dinamica do
acumulo de massa seca radicular. Em relacdo a este componente, a analise de variancia
indicou efeitos significativos para forma (p<0,0001) e dose de N (p<0,0001); para DAC
(p<0,0001), assim como para as intera¢fes binarias forma x dose (p<0,0001) e dose x
DAC (p=0,0002). No relativo ao efeito das formas e doses de N (Figura 20) os dados
mostraram que, com nutricdo amoniacal, doses crescentes de N favoreceram mais a
particdo de carbono para as raizes do que com nutri¢do nitrica, 0 que € consistente com
as tendéncias ja discutidas na relacdo parte aérea/raiz, base massa fresca (Figuras 12, 13
e 15).
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Figura 20. Variacdo da massa seca de raizes do capim Tifton 85 cultivado em solucao
nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses de aplicacdo. Barra
vertical indica erro padrdo de n=4 repeti¢6es por tratamento.

4.1.3 Relacdo massa fresca/massa seca

O grau de suculéncia, determinado pela relagdo entre o peso fresco e o peso seco
pode representar um importante fator na nutricdo animal, j& que células com maior
conteudo de agua tendem a ser mais palataveis e digestiveis, além de apresentarem
menor proporc¢do de parede celular (MONTOVANI, 1999).

Os valores obtidos para o grau de suculéncia do capim Tifton 85, afetados pelas
doses aplicadas, independentemente da forma de N, sdo mostrados na figura 21.
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Figura 21. Variacdo da relacdo peso fresco/peso seco da parte aérea, na média das
formas de N, em funcgéo das doses de N aplicadas. Barra vertical indica erro padrdo de n
=4 valores por tratamento.
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E possivel observar que a aplicagdo de N proporcionou um aumento continuo da
suculéncia até a dose de 5 mM, quando entdo se observou saturacdo desta varidvel.
Especulativamente, pode se pensar que a queda verificada na maior dose de aplicacéo,
reflita o peso da forma amoniacal no valor médio dessa dose. De forma geral, a nutrigdo
nitrica favorece a expressao da suculéncia (maior relacdo massa fresca/ massa seca),
enquanto com a amoniacal acontece o inverso (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995).
Lembrando o discutido anteriormente com relacdo a possivel interferéncia do aménio na
absorcdo e transporte de agua nas plantas (Fig. 14), e dada a importancia pratica do
tema, inclusive em termos do processo de fenacdo deste capim, seria interessante o
desenvolvimento de novas pesquisas sobre esta matéria.

4.1.4 Relacéo folha colmo (F:C)

A relacdo folha:colmo (F:C) é de grande importancia para a nutricdo animal e
para 0 manejo das plantas forrageiras. Uma alta relacdo F:C associa-se, de forma geral a
forragem de maior teor de proteina e fosforo e menor teor de fibra, afetando, portanto,
positivamente, a digestibilidade e o consumo (GOMIDE & QUEIROZ, 1994).

A anélise de variancia para os dados relativos a relacdo F:C indicaram efeitos
significativos para formas de N (<0,0001), Dose (p=0,0006) e DAC (p<0,0001), tendo
as interagOes efeitos insignificantes. Em relagéo as formas de N, as plantas cultivadas
com a forma amoniacal apresentaram valores maiores (p<0,05) em relacdo a forma
nitrica: 0,791 + 0,04 vs. 0,617 g F/g C, respectivamente (Fig. 22).
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Figura 22. Variacdo da relacdo folha/colmo (F:C) em plantas de capim Tifton 85
cultivadas sob duas formas de N. Barra vertical indica erro padréo de n=64 valores.

Em relacdo as doses de N, verificou-se que, com a menor dose aplicada, obteve-
se a maior relacdo F:C do capim (Figura 23). O aumento da disponibilidade de N na
solucdo nutritiva reduziu significativamente a relacdo F:C, sendo que houve uma certa
recuperacdo na maior dose de aplicacdo. Do ponto de vista estrutural, ndo existe uma
explicacdo imediata para este tipo de resposta.
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Figura 23. Variacdo da relagdo folha/colmo em plantas de capim Tifton 85 cultivadas
em funcdo da adubac&o nitrogenada, independentemente de forma de N aplicada e dias
de crescimento. Barra vertical indica erro padrdo de n=32 valores por tratamento.

O efeito de idade do capim no ciclo de rebrota (DAC) atou no sentido de reduzir
de forma continua o valor da relagéo F:C (Figura 24).
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Figura 24. Variacdo temporal da relacdo folha/colmo em plantas de capim Tifton 85,
cultivadas em duas formas de N e quatro doses de aplicacdo. Barra vertical indica erro
padrdo de n=32 valores por tratamento.

De acordo com Cruz e Boval (2000) essa tendéncia € bem caracterizada em
gramineas estoloniferas e tem sido documentada previamente em diversos trabalhos.
Todavia, a intensidade da reducdo verificada no sistema de crescimento hidropdnico
utilizado neste experimento, ndo foi evidenciada quando este mesmo material foi
cultivado em condi¢cdes de campo. Oliveira (2008), em &rea experimental adjacente,
dentro do campus da UFRRJ, ndo encontrou efeito de doses de N (0-600 kg N-uréia/ha)
para esta relacdo, a qual teve um valor médio de 1,10 + 0,17 g/g, durante o periodo
fevereiro-marco de 2007.

Os efeitos da toxidez por NH;  normalmente resultam em reducdo no
crescimento de raizes e da parte aérea das plantas e em menor quantidade de N
absorvido (RUAN et al., 2007; HOLZSCHUH et al., 2009). Todavia, considerando-se
0s resultados até aqui apresentados, cabe concluir que, excecéo feita as alteracdes e/ou

Y
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ndo houve outro efeito negativo da fonte amoniacal sobre o desenvolvimento do capim
Tifton 85 até a data de 35DAC. De fato, as plantas cultivadas com a fonte amoniacal
tiveram taxas de crescimento totais ou parciais, que resultaram iguais ou superiores aos
das plantas que receberam a fonte nitrica, e ao final do ciclo de rebrota estudado, ndo
foram menos produtivas do que estas ultimas. Portanto, os dados até aqui discutidos
permitem afirmar que o capim Tifton 85 possui um grau de aceitagdo da nutricdo
puramente amoniacal, bastante elevado, fendbmeno este ndo documentado previamente.

4.1.5 Absorc¢édo e metabolismo do nitrogénio no capim Tifton 85
4.1.5.1. Teores de clorofila extraida

As interrelacfes dos teores de clorofilas (a, b e a+b) (N'N Dimetilformamida,
MORAN, 1982), as concentra¢des foliares de N e o acimulo de massa seca, foram
determinadas previamente, no mesmo material que deu origem ao utilizado no presente
estudo, em experimento de campo conduzido no campus da UFRRJ (BARBIERI
JUNIOR, 2009). Nessa oportunidade foi feita uma comparacdo entre diversas
metodologias constantes na literatura para quantificacdo de clorofilas. Isto permitiu o
estabelecimento de protocolos operacionais, especificos para o capim Tifton 85, tanto
para sua determinacdo por extracdo direta (BARBIERI et al., 2010), ou de forma
indireta, com uso de clorofilometro (BARBIERI et al.,, 2012). Todavia, esses
protocolos, definidos sob condi¢cdes de alta irradiancia fotossintética prevalecentes nos
meses de verdo em Seropédica, RJ, ndo passaram ainda pelo teste sob condicbes
ambientais controladas, em regime de irradiancia diferente da condicdo natural.

O estudo das clorofilas se justifica, uma vez que a quantidade de radiacéo solar
absorvida por uma folha se da em funcdo, principalmente, da concentracdo foliar de
pigmentos fotossintéticos ativos. Portanto, maiores teores de clorofila podem, em
principio, favorecer diretamente o potencial fotossintético e a producdo primaria da
planta (RICHARDSON et al., 2002).

Para os teores de clorofila total extraida (CFT), a analise estatistica indicou
existirem efeitos significativos para forma de N, dose e DAC (p<0,0001), assim como
para as interacBes entre forma x dose (p=0,0003), forma x DAC e dose x DAC
(p<0,0001).

Ao se observar as tendéncias de variacdo desenhadas pelo modelo de regressao
para a interacdo forma de N x dose (figura 25), as mesmas fazem lembrar as
correspondentes a massa seca total (fig. 16), ou a massa seca da parte aérea (Fig. 19).
Também aqui, os valores de clorofila total (CFT), correspondentes a forma amoniacal
foram sempre superiores aos da forma nitrica.
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Figura 25. Teores de clorofila total, extraidos com DMF, em folhas do capim Tifton 85
cultivado em solucgéo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses
de aplicacdo. As equacdes correspondentes sdo: Y(NO3) =512 - 320,4. exp(- 0,1555.X);
Y(NH;") = 597,1 - 367,1. exp(- 0, 4857.x). Barra vertical indica erro padrdo de n= 4
repeti¢des por tratamento.

Ao se seguir o curso temporal das formas de N, pode-se verificar que sob

nutricdo amoniacal os teores de CFT experimentaram um aumento continuo até os 28
DAC, enquanto sob nutricdo nitrica esses teores comecam a declinar, de forma
gradativa, ja a partir dos 21 DAC (Figura 26A). Dessa forma, as diferencas entre teores
foram maximizadas aos 28 DAC, quando o valor médio correspondente aos tratamentos
que levaram NH;" (553 pmol/m?) resultou 78% maior do que o valor correspondente &
forma nitrica (309 pmol/m?).
Embora a CFT tenha sido apresentada em primeiro lugar, deve-se lembrar de que a
mesma representa a soma das clorofilas a e b. Por tal razdo, as tendéncias ja discutidas
na CFT repetem-se para a sua componente principal, a clorofila a. Em relagcdo a esta
ltima, todas as fontes de variacdo primaria mostraram significancia, pelo teste F
(p<0,0001) assim como as interacdes entre forma x dose (p=0,0003), forma x DAC e
dose x DAC (p<0,0001). Os teores associados as plantas sob nutricdo amoniacal
excederam sempre 0s correspondentes a nutricdo nitrica, com o0 maior contraste aos 28
DAC (439 vs. 242 umol/m?; NH,*: + 81%, Figura 26B). A clorofila b, também resultou
afetada pelas mesmas fontes de variacdo, acompanhando as tendéncias da clorofila a
(Figura 29 C). Como consequéncia dessas flutuacdes temporais, a relacao clorofila a:b
também serviu para discriminar entre as duas formas, mas as diferencas foram mais
notdrias aos 14 e 35 dias (Figura 27).
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Figura 26. Variacdo temporal dos teores de clorofila extraida de discos foliares, obtidos
de folhas do Tifton 85 cultivado com N na forma nitrica e amoniacal, em quatro épocas
de amostragem. A) Clorofila total; B) Clorofila a; C) Clorofila b. As curvas conectando
0s pontos foram geradas iterativamente pelo procedimento de analise grafico “Cubic
spline” (MOTULSKY & CHRISTOPOULOS, 2003). Barra vertical indica o erro
padrdo da média.
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Figura 27. Variagao temporal da relagéo entre teor de clorofila a:clorofila b, em folhas
do capim Tifton 85, cultivado em solucéo nutritiva, em funcdo de forma de N. Barra
vertical indica o erro padrdo da média.

Neste ponto, é interessante fazer uma comparagdo com dados obtidos quando o
Tifton 85 foi avaliado em condi¢fes de campo. Preliminarmente, deve ser considerado
que nas duas situacdes ha uma serie de diferencas bem marcantes, sendo a principal, do
ponto de vista desta andlise, o fato de que as fontes emissoras de radiacdo
fotossinteticamente ativas foram diferentes. Se de origem solar, considera-se que um
fluxo de radiacdo global de 1,0 MJ m™ equivale a um fluxo fotossintético de 4,6 mol
foton m? s (NORMAN & ARKEBAUER, 1991). Levando-se em consideracio os
fluxos de radiacdo operantes dentro da camara de crescimento e a duracdo do
fotoperiodo, 0s mesmos se equivaleriam a 9,4 MJ m™ dia™ se a fontes emissoras fossem
as mesmas. Em condicGes naturais, os fluxos de radiacdo, no més de dezembro de 2008,
tiveram média mensal entorno de 17 MJ m™ dia™. Nessas condicdes, no maior nivel de
N aplicado (150 kg N-uréia/ha), o valor de CFT teve um valor médio de 647umol m™
(maximo de 699pmol m™) aos 24 DAC (BARBIERI JUNIOR, 2009). O resultado dessa
comparacdo indica que os teores de CFT registrados dentro do ambiente controlado
(Fig. 26A) séo representativos e aparentemente nao expressam qualquer alteracao
fisioldgica, excluindo o fato de que a reducdo dos niveis ambientais de luz pode induzir
aumentos compensatérios nos teores de clorofila (KULL, 2004). Por outro lado, em
condicdes de campo, verificou-se uma reducdo progressiva dos valores de CFT,
independentemente de dose aplicada, em funcdo do avango do periodo de rebrota
(BARBIERI JUNIOR, 2009; GOMES et al., 2010; SILVA et al., 2011), fato este
também observado no presente experimento, embora de forma mais atenuada (Figura 26
A).

4.1.5.2 Teores de clorofila (via clorofilometro).
Com relacéo as determinacdes de clorofilas feitas com o aparelho ClorofiLOG®,
e expressas em unidades ICF, os valores para clorofila total (ICF T) foram afetados por

efeitos de forma, dose de N e DAC (p<0,0001), assim como para as interagdes simples
entre forma x dose, forma x DAC e dose x DAC (Todos p<0,0001). Os dados
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correspondentes ao efeito da interacdo forma x dose séo apresentados na figura 28, a
qual deve ser comparada a figura 25, relacionada aos mesmos tores de ICF extraidos
com DMF, solvente que maximiza a recuperacdo de clorofila total extraivel nesta
cultivar (BARBIERI JUNIOR et al., 2010). Dessa comparagéo, surge que as leituras do
clorofildmetro tenderam a minimizar a magnitude das diferencas observadas entre as
formas de N, quando determinadas por extracdo direta.
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Figura 28. Valores de clorofila total (a+b) obtidos por leitura de clorofilometro, e
expressos em unidades relativas (indice de Clorofila Falker Total, ICF-T), em laminas
foliares do capim Tifton 85 cultivado em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas
de N mineral, e quatro doses de aplicacdo. Barra vertical indica o erro padrdo da média.

Aparentemente, isso aconteceu por causa de uma subestimativa sistematica dos
maiores valores de CFT associados a forma amoniacal, que tendeu a se acentuar no
maior nivel de N aplicado. Assim, na dose de 10mM, os valores de ICF-T
correspondentes as duas formas praticamente igualaram-se, em negacéo do que revelou
a extracdo direta (Fig. 25 e 28). De acordo com Richardson et al. (2002) este seria um
problema geral dos medidores portateis, no sentido de que conforme aumenta o teor de
clorofila nas folhas as suas estimativas vao perdendo sensibilidade. Segundo este autor,
uma explanacdo possivel € que a distribuicdo das moléculas de clorofila em folhas com
alto teor é muito menos uniforme que em folhas com baixo teor, 0 que da origem ao
chamado “efeito peneira”. Outra causa possivel radicaria em um efeito de saturagio de
resposta induzida pela alta concentracdo de clorofilas, as quais absorveriam
praticamente toda a luz emitida pelo diodo em A= 660 nm, transmitindo muito pouco
dessa radiacdo até o lado oposto. Esse tipo de restricdo, todavia, em nada tira 0 mérito
operacional do aparelho, o qual, trabalhando dentro de faixas ndo excessivamente
elevadas de adubacdo nitrogenada, tem mostrado excelente capacidade preditiva dos
teores de N foliar e de massa de forragem em Tifton 85 (SILVA et al., 2011;
BARBIERI JUNIOR et al., 2012).

A partir da discussdo anterior, e aceitando-se os teores de CFT obtidos por
extracdo direta como uma aproximacao mais correta do comportamento do capim em
termos de produgdo de clorofilas (Fig. 25 e 26), cabem algumas consideracdes
importantes em relacdo a presente pesquisa. A primeira € a constatacdo de que a
nutricdo amoniacal favoreceu um aumento do teor de clorofila foliar total em
concordancia com o aumento da concentracdo externa de N (Figura 25). Isto foi
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associado a uma redugdo da relacéo clorofila a: clorofila b, o que pode ser visto como
um tragco de eficiéncia, ja que a clorofila b é um pigmento que ndo estd diretamente
ligado a captura e transducdo de luz para a fotossintese, mas a ampliacdo da faixa de luz
utilizada na fotossintese (Figura 27). Experimentos de campo, onde as parcelas de
Tifton 85 receberam adubacdo nitrogenada a partir de uréia ou sulfato de amdnio,
permitiram o estabelecimento de relagfes positivas, altamente significativas, entre as
concentracgdes foliares de clorofilas e as producfes de biomassa seca total da parte aérea
ou de laminas foliares (BARBIERI JUNIOR, 2009; GOMES et al., 2010; SILVA et al.,
2011). Esses resultados, entdo, conduziriam a conclusdo de que quanto maior o teor de
clorofilas nas folhas, maior seria a producdo esperada de biomassa. Todavia, pode
acontecer que tal fenébmeno néo esteja operando no presente experimento, desde que os
teores de clorofila nas folhas das plantas sob nutricdo amoniacal, tenham alcancado
niveis saturantes, em excesso aos requeridos para a maxima taxa fotossintética possivel,
como foi mencionado previamente. Mesmo assim, permanece o fato de que, com
amonio, as plantas produziram, em média, 28% mais massa foliar por unidade de colmo
do que aquelas que receberam nitrato como fonte de N (Figura 22). Entdo, mesmo
supondo igualdade entre as taxas de assimilacdo fotossintética com ambas as formas de
N, tal como verificado em arroz (ZHOU et al., 2011), as plantas sob nutricdo amoniacal
deveriam ter maior producdo de fotossintetizados, pelo fato de terem maior massa foliar
(RUAN et al., 2007).

Praticamente todas as revisdes de literatura sobre a matéria mencionam o fato da
nutricdo amoniacal ser uma opcao energeticamente mais econdmica para as plantas do
que a nitrica, em funcdo dos niveis de oxireducdo de cada um desses ions. Por outro
lado, como é preciso uma consideravel quantidade de esqueletos de carbono na forma
de cetoécidos para a assimilagdo do NH;" (BRITTO & KRONZUCKER, 2002), é
necessario que as plantas tenham uma alta capacidade para gerar e alocar os fluxos de
carboidratos sollveis necessarios para a neutralizacdo dos niveis, potencialmente
toxicos, de amdnio nos diversos tecidos (RUAN et al., 2007). Conquanto este Gltimo
aspecto seja uma condicdo necessaria, ndo é suficiente: como Garrido (2007) lembrou,
ndo basta as plantas apresentarem altos teores de agucares para a perfeita assimilagcdo do
N. Sobretudo, é necessario apresentarem elevada atividade das vias bioquimicas que
levam do acucar ao cetoacido.

4.1.5.3 Nitrogénio total

Os dados relativos aos teores de N total presentes nos componentes
morfoldgicos estudados, sdo apresentados nas Figuras 29 e 30.

Em relacdo a bainha, a analise de variancia indicou efeitos significativos para
forma, dose de N e DAC (p<0,0001), assim como para interac6es simples forma x dose
(p=0,039; figura 29A); dose x DAC (p<0,0001) e forma x DAC (p<0,0001, figura 30A).

Em relacdo as laminas foliares, as sua variabilidade experimental foi devida aos
efeitos de dose de N (p<0,0001); forma de N (p= 0,0006) e DAC (p<0,0001), assim
como as interacdes simples forma x dose (p = 0,0419, figura 29B); dose x DAC (p<
0,0001) e forma x DAC ( p=0,0174; figura 30B).

Para o componente colmo, o teste F indicou efeitos significativos para dose e
DAC (p<0,0001), assim como para as interacdes simples forma x dose (p=0,0301, Fig.
29C), forma x DAC (p<0,0001, Fig. 30C) e dose x DAC (p<0,0001). Finalmente, para
as raizes, houve efeitos significativos de forma e dose de N (p<0,0001) e DAC
(p<0,0001), assim como para as interag0es forma x dose (p=0,0393, Fig. 29D) e forma x
DAC (p<0,0001, Fig. 30D).
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Figura 29. Teores de nitrogénio total no capim Tifton 85, cultivado em solucdo
nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses de aplicacdo. A)
Bainha; B) lamina foliar; C) colmo; D) Raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4
repeticdes por tratamento.

Ao se fazer uma apreciacdo desses resultados, alguns aspectos merecem
destague. Em primeiro lugar, o fato de que as tendéncias de resposta ao fator
concentracdo externa de N, nas quatro partes vegetativas do capim, seguiram
estreitamente as observadas em relacdo a massa seca total ou a massa seca da parte
aérea (Fig. 16 e 19). De fato, todas as curvas apresentadas na figura 29 foram geradas
com o mesmo tipo de modelo exponencial utilizado nos ajustes da massa seca, exceto o
teor de N total foliar, sob nutricio amoniacal, que respondeu conforme um modelo
polinomial quadratico (Fig. 29B). Relacionando-se os valores médios dos teores de N
contidos em colmos ou folhas, com os seus correspondentes dados de biomassa, total ou
da parte aérea, obtém-se os coeficientes de correlacdo mostrados na Tabela 5, que
ilustram a estreita covariacdo entre biomassa e teor de N total, sugerindo a operacdo de
mecanismos que regulam a inter-relacdo entre os metabolismos de C e N e controlam o0s
influxos radiculares de N mineral (PITMAN, 1972; INSANDE & TOURAINE, 1994;
SCHEIBLE et al., 1997; FOYER et al.,2003).
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Tabela 5. Coeficientes de correlagdo simples entre os teores de N total em folhas e
colmos do capim Tifton 85, cultivado em solucdo nutritiva, com duas formas de N
mineral, e os valores da massa seca total (MST, raiz + p. aérea) ou da massa seca da
parte aérea (MSPA).

Teor de N MST MSPA
(mg/kg) NO;3" NH,* NO;’ NH;*
0,948 0,930
NOs o002y  — (p=0,070)
Colmo NH,* 0,055 0,038
4 (p=0,045) (p=0,0610)
- 0,927 0,908
Folha NOs (p=0,073) (p=0,092)
NH,* 0,896 0,882
: (p=0,104) (p=0,118)

Sabe-se que a planta usa informac6es emanadas do seu “status” de C e N para
regular a expressdo génica e a atividade enzimatica (MILLER & CRAMER, 2004;
MILLER et al., 2007). A compreensdo da natureza dos sinais das formas de N para 0s
diversos sistemas metabdlicos tem aumentado bastante nos ultimos anos (FOYER &
ZHANG, 2011; XU et al., 2012; MOKHELE et al., 2012). N&o obstante isso, muitos
aspectos ainda precisam de estudos mais detalhados, principalmente no que diz respeito
ao compartimento radicular. No presente estudo, 0s maiores contrastes entre formas e
doses de N, em relacdo aos teores de N total, associaram-se ao compartimento radicular,
especialmente a niveis intermediarios de aplicacdo (Figura 29 D). Todavia, a maior
parte do N incorporado foi alocada as folhas, independentemente de formas de N
(Figura 29 B). Portanto, excetuando-se as raizes, que mostraram um padrdo mais
particularizado, nos outros trés compartimentos verificou-se um mesmo padrao,
rigidamente caracterizado, iniciado com uma fase linear de resposta entre 0,5 e 5 mM,
mais acentuado no colmo e menos nas folhas, seguida de uma fase de estabilizacdo dos
teores entre 5,0 e 10,0 mM.

Na figura 30 sdo apresentados os teores de N total em funcéo de formas e DAC.
A reducdo temporal dos teores de N é fato bem descrito na literatura sobre nutricdo
nitrogenada em pastagens de Cynodon (ADESE, 2004; OLIVEIRA, 2008). Vaérios
fatores podem estar envolvidos para justificar esse efeito de diluicdo. A pesquisa tem
mostrado que tanto os influxos radiculares de NO3™ quanto de NH," sofrem regulacéo
tipo “feedback” pelos produtos gerados pelo seu proprio metabolismo, sendo bem
caracterizado o papel repressor dos “pools” internos de glutamato e glutamina nesse
respeito (VIDMAR et al., 2000; BRITTO & KRONZUCKER, 2005; MILLER et al.,
2007). Outros estudos tem sustentado que, ao menos no caso do NOj', sdo 0S seus
proprios teores intracelulares que estariam no controle dos fluxos radiculares liquidos
do anion (FOYER et al., 2003).
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Figura 30. Variacdo temporal dos teores de nitrogénio total do capim Tifton 85
cultivado em solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral. A) Bainha; B)
lamina foliar; C) colmo; D) Raizes. Barra vertical indica erro padrdo de n=4 repeticoes
por tratamento.

4.15.4 N-soltvel: teores de N-amodnio, N-nitrato, N-amino livre e atividade da
nitrato redutase

Em relacdo aos teores de N-amonio da bainha (Figura 31 A), a analise de
variancia indicou efeitos significativos para forma de N, dose e DAC (p<0,0001), assim
como para as interacdes forma de N x DAC (p<0,0001) e dose x DAC (p=0,0029). Para
os teores de aménio na lamina foliar (Figura 31B), houve efeitos significativos para
forma de N, dose e DAC (p<0,0001), assim como para as interaces simples de forma
de N x dose (p=0,0029) e forma x DAC (p<0,0001). Nos colmos (Figura 31 C), os
valores de aménio foram significativos (Teste F) para forma de N (p<0,0001); dose
(p=0,0059) e DAC (p<0,0001), assim como para as interacGes forma de N x dose
(p=0,0164) e forma x DAC (p<0,0001). Finalmente, para os teores de N-amonio nas
raizes, os valores de F foram significativos para forma de N, dose e DAC (p<0,0001),
assim como para as interaces simples forma de N x dose e forma x DAC (p<0,0001)
(Figura 31D).
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Figura 31. Teores de N-amonio no capim Tifton 85, cultivado em solucéo nutritiva, em
resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses de aplicacdo. Barra vertical indica
erro padrdo de n=4 repeticdes por tratamento.

Dentro dos quatro compartimentos  morfoldgicos  estudados, e
independentemente de forma de N, os teores de N-NH,;* se mantiveram sempre dentro
de uma faixa de variacdo sub-micromolar (20-70 nmol/g MF), ou seja, muito baixos, se
comparados aos verificados em outras espécies. Em plantas de arroz cultivadas em
solucdo nutritiva de Hoagland, contendo 14,3 mM NOg3™ a pH 5,5, Santos et al. (2009)
observaram teores de N-NH," de 1,46; 1,41; e 3,85 umol g* MF em raizes, colmos, e
folhas, respectivamente. Na sua revisao, Miller & Cramer (2004) mencionam trabalhos
que relatam a ocorréncia de concentragbes de NH;", qualificadas como “relativamente
baixas”, da ordem de 0,4 ¢ 2,6 mM NH,", no xilema de plantas de trigo e milho,
respectivamente, quando supridas externamente com 4 mM NH,". Schjoerring et al.
(2002) determinaram, no xilema de Brassica napus, concentragdes de NH;" <1 mM,
quando as plantas receberam entre 3-10 mM NOj™ e entre 1-5 mM com suprimento
externo de NH;" na faixa de 3-10 mM. Em outro exemplo, plantas de sorgo apés 10 dias
de permanéncia em solucdo nutritiva de Hoagland a 0,25 FI e pH 6,0, contendo de 5
mM NH,"; mostraram niveis de 2,5 pM NH," g MS nos colmos, e apenas 7% dessa
concentragdo, nas folhas (LOBO et al.,, 2011). Em todos esses exemplos, as
concentraces de NH;" registradas excedem, em varias ordens de magnitude, as
verificadas no presente experimento.
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No caso das plantas cultivadas com nutricdo amoniacal, ha um ritmo de aumento
linear ou quase linear, no caso da parte aérea (Figura 31 A-C), ou curvilinear no caso
das raizes (Figura 31 D), o que deve expressar o aumento do influxo passivo de NH,"
em decorréncia do aumento concentracdo externa de N. J& no caso das bainhas e folhas,
0s pequenos teores de NH," que aparecem, podem ser produto das atividades
metabodlicas normais, as quais envolvem rotineiramente “turn-over” ou outros tipos de
processamento de proteinas, ou diversas outras interconversdes metabdlicas geradoras
de NH," (LEA & MIFLIN, 2011). Por se tratar de uma representante do género
Cynodon, esta cultivar possui um metabolismo C,4 subtipo NAD-ME (enzima malica),
que possui um fluxo fotorrespiratorio muito lento (CARMO-SILVA et al., 2008), que
elimina essa possibilidade como contribuinte ao aparecimento de NH," livre nas células
dos tecidos foliares. No caso da nutricdo nitrica, chama a atencdo, em todos o0s
componentes morfoldgicos, a quase auséncia de variagdo nos teores de NH,", que neste
caso terdo tido a sua origem no processo de reducdo de nitrato catalisado pela nitrato-
redutase.

Os testes para deteccdo de nitrato, nos vasos que receberam nutricdo amoniacal,
deram resultados negativos ou no melhor dos casos, tragos do composto, para todas as
partes das plantas. Dessa forma, e para efeitos de processamento estatistico, em todos os
casos foi atribuido o valor zero para os teores de N-nitrato sob nutricdo amoniacal.

Em relacdo aos teores de N-nitrato na bainha, o teste F indicou significancia para
as fontes de variagdo primarias:forma de N, dose e DAC (todas a p<0,0001); assim
como para as interagdes forma de N x dose (p<0,0001, Figura 32A), forma x DAC
(p<0,0001) e dose x DAC (p=0,0002). Para a lamina foliar, o teste F indicou efeitos
significativos para forma de N (p<0,0001) e para a interacdo dose x DAC (p=0,0117).
Para colmo, houve significancia para forma, dose e DAC (todos a p<0,0001), assim
como para as interacdes simples forma de N x dose, para forma x DAC (p<0,0001) e
para dose x DAC (p=0,0009). Nas raizes, houve efeitos significativos para forma
(p=0,0011) e dose (p=0,0082), assim como para a interacdo forma de N x dose
(p=0,0082). (Figura 32 D).

Para efeitos de discussdo dos dados relativos aos teores de nitrato, & mais
interessante principiar pelo componente radicular. Como pode ser visto na figura 32D,
o0s teores de nitrato declinaram abruptamente a partir de 0,5 mM de NO3 e atingiram
valor nulo 5,0 mM de NOj3" aplicado. Isto significa uma situagdo de “deple¢ao” absoluta
de nitrato nas raizes quando aplicado a concentracfes externas > 5,0 mM. Levando-se
em consideracdo que a atividade da enzima nitrato-redutase (ANR) é induzida pelo seu
proprio substrato (FERNANDES & FREIRE, 1976), e que a mesma se manteve muito
alta nas raizes, respondendo linearmente até a maior dose de NOj3™ aplicada (Figura
34D), entdo a reducdo assimilatéria do nitrato poderia justificar parte importante da
“deplecdao” de N-NO3  nas raizes do capim. Por outro lado, segundo Glass (2003),
conforme aumentam as concentragdes externas de NOs™ ou NH;*, aumentam também,
de forma correlata, as taxas de efluxo radicular dessas formas de N. Portanto, um
incremento da taxa de efluxo de NO3™ nas maiores doses aplicadas também poderia ter
contribuido para o resultado observado. Finalmente uma outra fracdo foi transportada
via xilema, passando a se acumular no colmo(Figura 32 C) e nas bainhas foliares
(Figura 32 B), de forma dependente da concentracdo externa. Estes compartimentos, em
conjunto, podem funcionar como regides de acimulo temporario e de controle dos
influxos de N as laminas foliares em expansdo. Por exemplo, Fernandes et al. (1985),
evidenciaram o papel dos rizomas como uma zona tampéo no que diz respeito a0 N
soltvel em transito entre raizes e folhas de Paspalum notatum. Da mesma forma, em
cana-de-acucar, colmos e bainhas foliares parecem funcionar com regides de acimulo
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de N-solivel (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995), assim como no capim colonido
(SILVEIRA & SANT ANNA, 1988). Em sorgo, verificou-se que o colmo é um érgéo
de reserva importante para acumulagdo de nitrato no tecido e sua posterior utilizacéo
nas folhas (LOBO et al., 2011). No presente caso, os dados sugerem que as bainhas
regulam os fluxos de forma a manter baixas concentragdes de NO3™ nas folhas (Figura
32 A), onde ficaria confinado principalmente no pool “vacuolar”, de forma a manter
também baixas taxas de atividade da nitrato-reductase nas laminas foliares (Figura 34
B), reduzindo assim a competicdo por energia e poder redutor com a assimilacdo de
carbono nos cloroplastos. Essa seria a estratégia esperavel numa planta que,
aparentemente, faz das raizes o compartimento morfologico principal para a assimilacdo
tanto de amonio quanto de nitrato. Por outro lado, os presentes dados confirmam que o
género Cynodon spp. comporta espécies ou cultivares com baixo potencial de
acumulacéo de NO3™ nas folhas (HOJJATI et al., 1972).

Como mencionado previamente, a importancia do NO3™ na vida das plantas, vai
muito além de seu papel como um macronutriente. As plantas utilizam o nitrato como
um sinalizador molecular que controla muitos aspectos do metabolismo e
desenvolvimento, com envolvimento em transcricdo génica, acumulo de proteinas,
ativacdo de quinases, germinacao, arquitetura radicular, osmorregulacdo e movimentos
estomaticos (ANDREWS et al., 2006; WILKINSON et al., 2007; LOPES & ARAUS,
2008; PELLNY et al., 2008). Nesse contexto, tem sido sugerido que NO3™ atua como
um sinal para regular a particdo de matéria seca entre parte aerea e raizes, embora
Andrews et al. (2006) sustentem que tal particdo seria regulada, em ultima analise, pelas
concentracdes de proteina solivel na parte aérea. No presente caso, regressdes entre a
relacdo parte aérea:raiz sob nutricdo nitrica (Figura 15) e os teores de NO3 em folhas,
colmos e bainhas, resultaram em coeficientes de determinacdo (r?) de 0,573; 0,795 e
0,773, respectivamente. Isto reforca a impressdao de que os componentes colmos e
bainhas podem ter algum tipo de participacdo na regulacdo ou alocacdo dos fluxos de
carbono e nitrogénio entre parte aérea e raizes.
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Figura 32. Teores de N-nitrato no capim Tifton 85, cultivado em solucdo nutritiva, em
resposta a quatro doses de N-NO3™ mineral A) Bainha; B) lamina foliar; C) colmo; D)
Raiz. Barra vertical indica erro padréo de n=4 repetices por tratamento.

Em relacdo aos teores de N-amino da bainha, a analise de variancia indicou
efeitos significativos para forma de N, dose e DAC (p<0,0001), assim como para as
interacdes forma de N x dose (p=0,0461) e dose x DAC (p=0,0095). Para os teores de
N-amino na lamina foliar, o teste F indicou efeitos significativos para forma de N, dose
e DAC (p<0,0001), assim como para a interacdo simples forma de N x DAC
(p<0,0001).

Nos colmos, os teores de N-amino resultaram afetados pela forma e dose de N
(p<0,0001) e pelo DAC (p=0,0353), assim como pelas interacdes forma de N x dose
(p=0,0003) e dose x DAC (p=0,0004). Nas raizes, houve significacdo para forma, dose e
DAC (p<0,0001), assim como para as interacfes forma de N x dose (p<0,0001), forma
x DAC (p=0,0013) e dose x DAC (p<0,0001).

Fazendo-se uma apreciacdo geral dos resultados, pode ser destacado,
inicialmente, um efeito muito consistente da nutricdo amoniacal nos diversos
componentes morfoldgicos, induzindo teores de N-amino significativamente maiores do
que aqueles sob nutricdo nitrica, principalmente em raizes e colmos. Esse tipo de
resposta € caracteristico em plantas supridas com NH;" ou NO; (BREDEMEIER &
MUNDSTOCK, 2000; FERNANDES & ROSSIELLO, 1986).

Como aconteceu com a maioria dos outros indicadores, 0 maior contraste entre
formas e doses encontra-se nas raizes (Figura 33 D). Nesses 0rgaos, o crescimento e 0
processo de assimilacdo de nitrato competem pela energia disponivel (RADIN et al.,
1978). Isto porque a assimilacdo de nitrato requer energia e esqueletos de carbono que
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sdo fornecidos pela oxidacéo dos carboidratos translocados da parte aérea. Dessa forma,
com o aumento do influxo de nitrato a partir das doses aplicadas, houve intensa
estimulacdo da atividade da nitrato redutase (Figura 34 D), especialmente entre os 14-21
DAC (Figura 35 D), e intensa utilizacdo de esqueletos de carbono para sintese de
aminoacidos, tal como evidenciam os baixos niveis de agucares sollveis detectados
nessas raizes (>10 pmol g MF™, Figura 36 D). A intensidade da competicdo est4 bem
evidenciada na figura 20, que mostra as diferencas em crescimento de massas
radiculares entre ambas as formas. Os dados também s&o indicativos de que a bainha
comportou-se como um acumulador linear do N-amino exportado das raizes, sem
evidenciar qualquer tendéncia a saturagdo (Figura 33 A).
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Figura 33. Teores de N- a amino do capim Tifton 85, cultivado em solucdo nutritiva,
em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses de aplicacdo. A) bainha; B)
lamina foliar; C) colmo; D) Raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4 repeticbes
por tratamento.

Ja no caso da assimilacdo de NH,4" nas raizes, a mesma requer grande quantidade
de moléculas de 2-oxo-glutarato, oriundo do ciclo dos &cidos tricarboxilicos no
mitocéndrio, apos degradacao glicolitica de sacarose importada das folhas (MILLER &
CRAMER, 2004). Como produto final desse processo, verifica-se um alto acimulo de
espécies de N-amino nas raizes (Figura 33 D), que incluem, de acordo a literatura, a
presenca de glutamato e aspartato e possivelmente arginina (RUAN et al., 2007), assim
como as formas N-amido, glutamina e asparagina, todos compostos caracterizados pela
baixa relacdo C:N, e portanto eficientes na neutralizacdo do NH," livre e no seu
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transporte a parte aérea. Tomados em conjunto, esses resultados apontam para uma
superior capacidade assimilatoria de N em plantas do capim Tifton 85 cultivadas com N
na forma amoniacal, do que na forma nitrica.

De uma forma geral, a assimilagdo do nitrato absorvido verifica-se tanto em
folhas quanto em raizes. A distribuicdo do processo de assimilacdo através das plantas
varia com fatores tais como espécie vegetal; parte da planta, idade e fatores ambientais,
dentre 0s quais o suprimento externo de nitrato assume importancia principal
(SCHRADER et al., 1972; RAO & RAINS, 1976; FERNANDES et al., 1985;
SMIRNOFF & STEWART, 1985; SCHEURWATER et al., 2002).

Em relacdo a atividade da nitrato redutase (ANR) na bainha, a analise de
variancia indicou efeitos significativos para dose de N (p=0,0063), DAC (p<0,0001) e
para interacdo dose x DAC (p=0,0004). Nas laminas foliares houve efeitos
significativos para dose de N (p<0,0001) e para interacdo dose x DAC (p=0,0119). Nos
colmos, a ANR foi responsiva ao fator DAC (p<0,0001) e a interacdo dose x DAC
(p=0,0221).Quanto a ANR nas raizes, a mesma resultou afetada por dose de N, , DAC e
para interacdo dose x DAC (p<0,0001).

No relativo ao efeito das doses de N, as médias, independentes de DAC, séo
apresentadas na figura 34. Os principais aspectos emergentes das tendéncias de resposta
da ANR ja foram considerados na discussdo prévia. Adicionalmente, os dados
confirmam que, diferentemente do evidenciado em outras gramineas forrageiras, no
Tifton 85 o principal local de reducdo e assimilagdo do nitrato absorvido é o sistema
radicular. Nos outros compartimentos, as ANR foram baixas, independentemente dos
teores de NOj residentes nesses compartimentos (Figura 32). Isto reflete o fato de que o
fator indutor da ANR ndo é a concentracdo média de NO3™ nos tecidos analisados (que é
0 gue estima o método de determinacéo), sendo os fluxos citossolicos de NO3’, 0s quais
representam uma fracdo apenas do NOj3" total a nivel celular (KAWACHI et al., 2002),
e ndo podem ser substituido pelo NO3™ alocado no “pool substrato” na sua capacidade
de induzir nova sintese da proteina Nitrato Redutase (SOUZA & FERNANDES, 2006).
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Figura 34. Atividade média da nitrato redutase (ANR) no capim Tifton 85, cultivado
em solucdo nutritiva com quatro doses de N-NOgs". A) bainha; B) lamina foliar; C)
colmo; D) Raiz. Barra vertical indica erro padrdo da media.

Jiang et al. (2002), conduziram um experimento, similar ao presente, no qual
cultivaram trés forrageiras C; (Poa pratensis L.; Lolium perenne L. e Festuca
arundinacea Schreb.) junto com Cynodon dactylon [L.] Pers. em solucdo nutritiva de
Hoagland contendo 0,5 ou 5,0 mM NOg3'. Esses autores verificaram que, contrariamente
a hipotese inicial, a grama bermuda (C,4) ndo teve taxas de absorcdo de nitrato maiores
que as das gramineas Cs, além do que a sua ANR resultou consistentemente menor.
Todavia, o Cynodon alocou uma fracdo maior de sua massa fresca e de sua ANR total
nas raizes, em comparacdo com as plantas Cs, 0 que, de acordo com 0s autores, lhe
conferiu maior eficiéncia de uso de N na sua parte aérea.

No relativo as tendéncias temporais de variagdo da ANR, houve padrdes
discerniveis no caso da bainha e colmos, onde ha uma tendéncia exponencial de declinio
da atividade, entre 14-28 DAC, que deve refletir a progressiva reducdo do fluxo indutor
de NO3;~ com o avanco do periodo de rebrota. A variacdo semanal de atividade da NR
nas folhas, embora de baixa expressdo, mostrou-se mais estavel, embora ndo se possa
estabelecer qualquer relacdo consistente com as concentracdes externas de nitrato
(Figura 35 A).

48



0.8 0.5+

Bainha © 05N Folha o 05N
= 0.4
< 0.6
x <
Z W
53 0.3
@
E 3 0.4+
s Z 0.2
- O
< £
2 02
0.1
0.0 A T T T T 0.0 B
7 14 21 28 35 7 14 21 28 35
DAC DAC
0.251 o 05N 67 Raiz -©- 05N
-¥- 2N -¥- 2N
0.20- = 5N 54 = ‘& 5N
a -4 10N -4 10N
x =
Zuw 4
s i 0.154 % z
L %N N
g5 34
S Z 0104 %g:::;\, i RN
= o 2 B 4 A
< £
= ® o
0.054 //\“‘D 1 5 .
0.00 . : = . 0 . .
7 14 21 28 35 7 14 21

DAC
DAC

Figura 35. Variacdo temporal da atividade da enzima redutase do nitrato em partes do
capim Tifton 85, cultivado em solugéo nutritiva em fungéo de doses de N aplicadas. A)
bainha; B) lamina foliar; C) colmo; D) Raiz. Barra vertical indica erro padrédo de n=4
repeticdes por tratamento.

4.1.5.5. Acucares soluveis.

O estudo do nivel de agucares soluveis (AS) em plantas é de interesse porque ele
¢ indicativo da energia prontamente disponivel no tecido vegetal. Dessa forma,
processos dependentes de energia metabdlica (tais como absorcdo, transporte e
acumulacdo de ions) sdo afetados por variacdes nos seus teores (ROSSIELLO et al.,
1981).

Em relacdo aos teores de acUcares sollveis na bainha, a analise de variancia
indicou efeitos significativos para dose de N e DAC (p<0,0001) e para as interacdes
dose x DAC (p=0,0135) e forma de N x DAC (p<0,0001, Figura 36A). Para os teores de
acucares soltveis na lamina foliar, o teste F indicou efeitos significativos para forma de
N, dose e DAC (p<0,0001), assim como para a interacdo entre forma de N x dose
(Figura 36B); forma x DAC e dose x DAC (p<0,0001). Nos colmos, os valores de
acucares soluveis foram afetados significativamente pela forma de N (p=0,0266) dose
(p<0,0001) e DAC (p=0,0173), assim como pelas interacdes forma x DAC (p=0,0004);
dose x DAC (p=0,0063) e forma x dose de N (p<0,0001, Figura 36C). Os teores de
acucares solGveis nas raizes responderam a forma de N; dose e DAC (p<0,0001), assim
como as interacbes forma de N x dose, forma x DAC (p<0,0001) e dose x DAC
(p=0,0002) (Figura 36).
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Figura 36. Variacdo nos teores de agucares sollveis no capim Tifton 85, cultivado em
solucdo nutritiva, em resposta a duas formas de N mineral, e quatro doses de aplicacéo.
A) bainha; B) lamina foliar; C) colmo; D) Raiz. Barra vertical indica erro padréo de n=4
repeticdes por tratamento.

A primeira constatacdo a ser feita € que ao menos até o nivel de 5 mM, as
concentracdes de AS foram maiores nas plantas sob nutricdo amoniacal, a exce¢do do
componente colmo (Figura 36 C). Sob NH,", as plantas acumularam niveis de acucares
sollveis que, na maxima dose aplicada, excederam entre 2,5 (folhas) e 4 vezes (raizes)
o0s teores de AS nas plantas sob nutricdo nitrica,0s quais se mantiveram dentro de um
nivel basal, independentemente de concentracdo (Figuras 36 B e D). Ja os colmos
mostraram uma capacidade limitada de acumulacdo de AS, que declinou acima de 5,0
mM, independente da forma de N (Figura 36 C). Em relacdo as bainhas, plantas sob
NH;*, aparentemente tiveram uma maior capacidade de “tamponamento” das
concentracdes de AS nos seus tecidos, em comparacdo com o0s das plantas sob nutricdo
nitrica, os quais aumentaram linearmente e de forma crescente, talvez porque as
quantidades de carboidratos (presumivelmente sacarose) exportadas pelo floema tenham
sido menores que as correspondentes a nutricdo amoniacal. Com efeito, ndo pode ser
excluido que, a maior abundancia de AS nas plantas sob nutricdo amoniacal reflita, de
fato, maiores taxas de assimilacdo liquida de CO, na parte aérea, tal como discutido
previamente (item 4.1.5.2). Alternativamente, mais baixos teores de AS nas raizes das
plantas supridas com NO3™ pode refletir o fato de que, como a assimilagdo de nitrato é
energeticamente mais custosa do que a amoniacal, 0 consumo de AS tenha sido maior
sob nutri¢do nitrica.
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Neste contexto, este perfil de distribuicio de AS nos compartimentos
morfoldgicos, € completamente diverso do verificado em outras espéecies, em que a
assimilagéo radicular de NH," é sin6nimo de crescimento radicular estagnado, deplecéo
de acucares solUveis prontamente assimilaveis, com reducdes na relacdo raiz/parte aérea
e na massa fresca (MAGALHAES & HUBER, 1989). Contrariamente, o capim Tifton
85 respondeu a nutricdo amoniacal, em confronto com a nutricdo nitrica, com maior
massa fresca e massa seca total, maior alocagdo as raizes, maior teor de clorofila total e
maiores teores de acgucares sollveis e aminoacidos em folhas e raizes.

4.2 Experimentacédo em Casa de Vegetacao (Experimento 1)

O proposito do segundo experimento foi verificar 0 comportamento do capim
Tifton 85 quando cultivado com nitrato de aménio como fonte de N, em casa de
vegetacao.

4.2.1 Efeitos das variaveis experimentais sobre o crescimento: massa fresca

A analise de variancia para os valores relativos a massa fresca total das plantas
indicou efeitos significativos para dose de N e DAC (p<0,0001), assim como para a
interacdo dose x DAC (p<0,0001). Em relacdo ao efeito medio das doses de N,
isoladamente, 0 mesmo ajustou-se a um modelo quadratico com R?= 0,93 (Figura 37), 0
qual atingiu o seu valor maximo com uma dose de 147mg N kg solo™,
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Figura 37. Producdo de massa fresca total do capim Tifton 85, cultivado em casa de
vegetacdo, em resposta a aplicacdo de quatro doses de N na forma de nitrato de amonio.
Barra vertical indica o erro padrdo da média de quatro repeticdes por dose experimental.

Na figura 38 sdo apresentados os valores relativos a interacdo entre doses de N e
dias apdés o corte de uniformizacdo. As tendéncias temporais de crescimento foram
descritas por uma curva exponencial simples. As doses de N adicionadas imprimiram
velocidades diferenciadas, de 87mg g™ dia™ para o tratamento controle até 99mg g dia’
! para a aplicacdo de 160mg N kg solo™. Ja a taxa de crescimento relativo do capim na
maior dose de N aplicada, foi de 93mg g™ dia™, evidenciando, entdo, o efeito depressivo
de um excesso de adubagdo nitrogenada sobre 0s processos responsaveis pelo acimulo
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de massa fresca. Uma focalizagdo mais precisa disso, pode ser observada na figura 39,
na qual se mostra o desdobramento do padrdo quadratico de resposta & adubacdo
nitrogenada, durante os 28 e 35 DAC, que corresponde a faixa de idade de rebrota no
qual o dossel de Tifton 85 atinge, sob condi¢Ges de campo, um indice de interceptagédo
luminosa de 95%, durante a esta¢do chuvosa (BARBIERI JUNIOR, 2009; OLIVEIRA
et al., 2010; ROSSIELLO & ANTUNES, 2012).
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Figura 38. Variacdo temporal da massa fresca total produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em casa de vegetacdo, em resposta a quatro doses de nitrato de amonio. Barra
vertical indica erro padrdo de n=4 repeti¢bes por tratamento.
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Figura 39. Producdo de massa fresca total do capim Tifton 85, aos 28 e 35 dias de
rebrota, em funcdo de doses de N aplicadas. Barra vertical indica erro padréo de n= 4
repeticOes por ponto.

A andlise de variancia para os valores correspondentes a massa fresca da parte
aerea indicou efeitos significativos para dose de N e DAC (p<0,0001), assim como para
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a interacdo dose x DAC (p<0,0001). Na figura 40 sdo apresentados os valores de
producdo de massa fresca da parte aérea em fungdo das doses de N.
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Figura 40. Massa fresca da parte aérea produzida pelo capim Tifton 85, em resposta a
quatro doses de N mineral e quatro idades (DAC) das plantas. Barra vertical indica erro
padréo de n=4 repeticbes por tratamento.

Na figura anterior é possivel observar a capacidade de resposta do capim Tifton
85 nas diferentes doses ao longo do tempo. O maior contraste (> 6x) foi observado aos
35DAC, entre as doses de 160mg N kg solo™ e o tratamento controle, cujo baixo
acumulo de MS reflete, certamente, o baixo teor de N mineral disponivel no solo, em
funcdo da sua textura superficial arenosa e limitado teor de carbono organico nativo
(Tabela 4).

4.2.2. Massa seca

Para os parametros relativos a massa seca de plantas houve efeitos significativos
da dose e DAC (p<0,0001para ambos), assim como para a interacdo dose x DAC
(<0,0001). Da mesma forma que o observado com a massa fresca total, na massa seca
total o melhor ajuste observado foi o0 exponencial. O efeito da interacdo entre doses de
N e DAC ¢ apresentado na figura 41.
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Figura 41. Variacdo temporal da massa seca total produzida pelo capim Tifton 85
cultivado em casa de vegetacdo, em resposta a quatro doses de nitrato de amonio. Barra
vertical indica erro padrdo de n= 4 repeticdes por tratamento.

O maior contraste em termos de producdo de massa seca correspondeu a dose de
160mg N kg solo™ em relagdo ao controle, aos 35DAC, da ordem de 190% (p<0,05)
(31,94 vs. 11,09 g vaso™, respectivamente). De forma geral, os dados de massa seca
acompanharam todas as tendéncias verificadas na massa fresca, como mostram os dados
relativos aos 28 e 35DAC (Figura 42).
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Figura 42. Producdo de massa seca total do capim Tifton 85, aos 28 e 35 dias de
rebrota, em funcdo de doses de N. Barra vertical indica erro padrdo de n= 4 repeticbes
por ponto.

Vale observar ainda dois aspectos importantes. O primeiro diz respeito ao
grande acumulo de massa seca registrado neste intervalo das duas coletas,
possivelmente influenciado pela magnitude da area foliar acumulada até os 28 DAC. O
segundo ponto a ser considerado € a queda maior que 32% (p<0,05) observada no
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aciimulo de massa seca registrado entre as doses de 160 e 240 mg N kg solo™ aos 35
DAC (31,94 vs. 24,15 g vaso™, respectivamente). Na figura 43, sdo apresentados 0s
valores de acimulo de massa seca da parte aérea para cada dose nas quatro épocas
avaliadas.
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Figura 43. Massa seca da parte aérea produzida pelo capim Tifton 85, em resposta a
quatro doses de N mineral e quatro épocas de coleta. Barra vertical indica erro padréo
de n=4 repeticdes por tratamento.

4.2.3. Relacao folha/colmo

Em relacdo a alocacdo da massa seca da parte aérea, expressa pela relacao
folha:colmo, observaram-se efeitos interativos entre dose de aplicacdo e DAC (Figura
44). Da mesma forma que o observado em cultivo hidropdnico (Figura 24), a relagédo
F:C apresentou queda gradual entre 14 e 35 DAC, justificando o efeito significativo
para DAC (Figura 44). Evidentemente, a mudanca do ambiente de crescimento e da
forma mista de N aplicada (NO3: NH4" = 1:1) complicam a comparagio direta com os
valores de F:C determinados no fitotron, os quais resultaram bastante inferiores (Figuras
22-24). Também os valores obtidos em condi¢es de campo aparecem como menores (a
referencia supracitada do trabalho de Oliveira, 2008) se bem que a faixa de contraste é
menor: 0s presentes dados sdo similares ao valor observado por Neres et al., (2012), de
1,33 para o primeiro ciclo do Tifton 85, com aplicacdo de 150 kg N/ha, em
parcelamentos de 50 kg N/ha/corte.
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Figura 44. Variacdo da relagdo folha/colmo em plantas de capim Tifton 85 cultivadas
em solo, sob condicGes de casa de vegetacdo, em funcédo da dose e dias ap0s corte de
uniformizagdo (DAC). Barra vertical indica erro padréo de n=12 valores por tratamento.

Tanto no caso do experimento de Oliveira (2008) quanto o de Neres et al.
(2012), a fonte do adubo nitrogenado foi a ureia. Assim, poderia se supor, nos dois
casos, que o crescimento do capim tivesse sido feito na dependéncia de relacbes
variadas NOs: NH;" no solo, capazes de induzir plasticidade fenotipica para este
atributo morfologico. De fato, segundo Oliveira (2008), que revisou dados publicados
de diferentes procedencias, € isso que acontece. Considerando-se a destinacéo final do
capim, é evidente a vantagem de uma elevada relacdo folha/colmo, ja que a mesma
representa uma maior participacdo das folhas na composi¢do do pasto. Uma maior
proporcao de folhas esta diretamente relacionada com maiores teores de proteina, maior
digestibilidade da MS e maior consumo animal. A selecdo de forragens com maior
relacdo F:C, proporciona a graminea melhor adaptagédo ao pastejo ou tolerancia ao corte,
garantindo recuperacao mais rapida do dossel no pés pastejo (PEREIRA et al., 2012).

A diminuicdo dos valores de relacdo F:C observada nas figuras 44 e 45 com o
aumento da idade do capim Tifton 85 esta relacionada ao crescimento em altura da
forragem. Isso porque, para colocar maior quantidade de folhas em estratos superiores
do dossel, existe a necessidade de investir em estruturas de sustentacdo (colmos), o que
se traduz em reducéo do percentual das folhas na parte aérea do dossel (PEREIRA et al.,
2012).
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Figura 45. Variagdo temporal da relacdo folha colmo no capim Tifton 85 cultivado em
vasos com solo, em casa de vegetacdo, com quatro doses de nitrato de aménio. Barra
vertical indica o erro padréo da média.

4.2.4 Variaveis relacionadas ao metabolismo da planta: nitrogénio total, N-amonio,
N-nitrato, N-amino e atividade da nitrato redutase (ANR).

Para os teores de N total na bainha, a analise estatistica indicou significancia
para efeitos de dose de N e DAC (p<0,0001), assim como para a sua interacao
(p=0,0007). Ja para os teores em folhas, houve efeito de dose de N e DAC (p<0,0001) e
da sua interacdo (p<0,0001). Nos colmos, houve efeitos para dose de N, DAC e para a
sua interacdo (p<0,0001). O teor de N nas raizes foi afetado significativamente pela
dose de N, pelo DAC e pela interagédo (p<0,0001).

Na figura 46 séo apresentados os dados correspondentes a interacdo dose x
DAC. Para bainhas e laminas foliares, foi observada tendéncia bastante similar,
caracterizada pela progressiva reducdo das concentrac6es de N, de acordo ao avanco do
periodo de rebrota, reducdo essa modulada pelas doses de N (Figura 46 A e B). Tal fato
pode ser melhor observado na amostragem realizada aos 35 DAC, quando foram
registrados 0s maiores contrastes entre os tratamentos (194 e 176%) para bainhas e
laminas foliares, respectivamente (bainha= 25,6 vs. 8,7 g N/kg MS e para laminas= 42,6
vs. 15,4 g N/kg MS ). Por outro lado, a maior magnitude absoluta de reducao, dentro do
tratamento, correspondeu, ao controle ndo adubado (Figura 46 A e B). Deve se ter em
mente que entre 0os 28 e 35DAC houve reducdo na taxa de crescimento do capim
(Figura 41), com queda na producdo de massa seca total (Figura 41).
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Figura 46. Variacdo temporal (DAC) nos teores de N total no capim no capim Tifton
85, cultivado em casa de vegetacdo, em funcéo de doses de nitrato de amonio. A) bainha
foliar; B) lamina foliar; C) colmo e D) raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4
observac@es. n.d.= N&o determinado

Assim, cabe inferir que houve retencdo de N nas laminas foliares, ja que para 0s
tratamentos que receberam N, ndo houve reducdo dos valores aos 35 DAC, em relagéo
aos valores de 14 DAC (p.ex: 42,6 vs. 40,9 g N/kg MS, em 240N, respectivamente).
Entretanto, para o controle, houve sim variacao significativa (p<0,005) dos teores de N
total nas laminas, refletindo a baixa disponibilidade natural de N deste solo, como ja
observado anteriormente. Resultados similares a este, podem ser observados em
ambiente natural, sobre 0 mesmo solo, nos trabalhos de Oliveira (2008), Barbieri Junior
(2009) e Silva (2009). Para os colmos, houve certa estabilidade nos valores observados
de N total ao longo do periodo de rebrota para agqueles tratamentos que receberam doses
de N. J& em relacdo ao tratamento controle, se observa queda acentuada nos teores de N
total durante o periodo de 14-35 DAC, quando foi registrada queda de 262% (19,9 vs.
5,47). Nas raizes, também houve estabilidade nos teores de N total referentes ao inicio e
fim de ciclo (21-35 DAC) para todos os tratamentos. Os maiores contrastes observados
foram entre as doses de 240 e ON para a data de 35 DAC, que resultou em 84% (11,8 vs.
6,4, respectivamente). Independentemente de valores absolutos, os mesmos padrdes de
estabilidade dos teores de N total foram verificados no experimento em solucdo
nutritiva (Figura 29), quando, no entanto, ndo se verificou queda no acimulo de massa
seca.

Do ponto de vista nutricional, os teores de N nas laminas foliares sempre
estiveram acima do nivel minimo de N-protéico necessario para o bom funcionamento
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do rimen (7% PB), confirmando novamente a grande importancia de se buscar elevar a
relacdo folha/colmo. Resultados semelhantes, em termos de concentracdo de N-protéico
foram encontrados por outros autores também com o capim Tifton 85 (PREMAZZI &
MONTEIRO, 2002; BARBIERI JUNIOR, 2009; NERES et al., 2012).

Em relacdo aos teores de N-aménio na bainha, a anélise de variancia indicou
efeitos significativos para dose de N e DAC (p<0,0001) e para a interacdo dose x DAC
(p=0,0009). Na lamina foliar, houve significancia para dose de N, DAC e para a
interacdo dose x DAC (p<0,0001). Para a fragdo colmos, houve efeitos significativos
para dose de N, DAC, e para a interacdo (p<0,0001), da mesma forma que para as
raizes.

Na figura 47 (A-D), sdo apresentados os teores de N-amonio observados, nas
quatro fracbes morfoldgicas, em funcdo das doses de N e dos dias ap6s o corte de
uniformizacdo. De forma geral, os teores revelaram auséncia de acimulo de niveis
potencialmente tdxicos de ambnio nas plantas, independentemente de flutuacdes
temporais e doses de N aplicadas, confirmando o resultado obtido nas condicOes
ambientais mais restritas da cdmara de crescimento. Deve ser observado que, mesmo
dentro da faixa sub-micromolar, esses teores guardaram relacdo com as doses de N
aplicadas.
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Figura 47. Variagdo temporal nos teores de N-amoénio no capim Tifton 85, cultivado
em casa de vegetacdo, em funcdo de doses de nitrato de aménio. A) bainha foliar; B)
lamina foliar; C) colmo e D) raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4 observagdes.
n.d.= ndo determinado.
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Uma classificacdo utilizando ordem decrescente de teores de N-amonio
obedeceria a seguinte escala: raizes > colmo> folha> bainhas. Tais resultados sdo
justificados pelo fato das raizes serem o local de absor¢do do amdnio, como discutido
no experimento anterior.

Foram observados valores picos, aos 28 DAC, tanto para bainhas (51nmol g MF’
1, quanto para laminas foliares (55 nmol g MF™), naqueles tratamentos que receberam a
dose de 160mg dm® Kg solo™. Entretanto, os maiores contrastes em ambos os
compartimentos foram observados aos 35 DAC, entre os tratamentos de 240N e o
controle. Os valores percentuais observados de incremento foram de 149% (49,8 vs. 20)
para bainhas foliares e de 155% superior no caso das laminas (41,4 vs. 16,2) (Fig. 47 A
e B).

Nos colmos o maior valor médio foi registrado aos 28DAC, para o tratamento de
240mg N kg solo™, quando os teores de N-amdnia atingiram os 59,9nmol/g MF™* (Fig.
47 C). Na amostragem seguinte aos 35 DAC foram registradas as maiores amplitudes de
N-aménio entre as doses de N, que ocorreu entre as doses de 240mg N kg solo™ e o
controle, atingindo o percentual de 119% de superioridade em relacdo ao controle (50,5
vs. 23, respectivamente). Nas raizes o maior valor foi observado aos 28DAC, periodo
em que também foram registrados os maiores contrastes (115%) entre os tratamentos,
quando foram registrados os valores médios de 70,7 vs. 32,8, para os tratamentos de
maior dose e controle, respectivamente (Fig. 47 D).

Estudando duas cultivares de milho (crioula e melhorada), Borges et al., (2006)
encontraram teores de N-NH," em bainhas e colmos variando desde 0,2 pmol de NH," g
MF* para plantas adubadas com 13mg de N kg™ solo, até valores de 4 umol de NH;* g
MF* para plantas adubadas com 130mg de N kg™ solo. Verifica-se que o menor teor
encontrado por esses autores, excede entre 3-4 vezes os verificados no presente estudo
(0,05-0,07 umol de NH;* g MF™), em bainhas e colmos, considerados no pico de sua
acumulacéo temporal (28 DAC) com uma dose de N, no minimo, 12 vezes maior (160:
13). Esses resultados em conjunto com os obtidos no ambiente controlado (Figura 31),
permitem sugerir, com bastante convic¢do, que o capim Tifton 85 possui uma
configuracdo metabdlica tal que Ine permite reduzir ao minimo os teores de NH;" em
qualquer parte da planta. Dito de outra forma, possui uma elevada eficiéncia
assimilatéria em relacdo a essa forma de N. Seria interessante portanto, a realizacédo de
estudos mais especificos, visando determinar os niveis de expressdo génica da familia
de transportadores AMT, especificamente do tipo AMT2, responsaveis pelo transporte
do NH;" em concentragBes externas de amonio >1,0 mM (SOUZA & FERNANDES,
2006). Ainda, existe a possibilidade da existéncia de outros mecanismos passiveis de
regulacdo por produtos do metabolismo de N, conforme tem sido postulado na literatura
(FOYER et al., 2003; MILLER et al., 2007; LEA & MIFLIN, 2011). Nesse sentido é
interessante a observacdo de que, diferentemente do que acontece com um transportador
de NOgs, ¢é o “status” local da raiz, melhor do que o “status” nitrogenado da planta
inteira, o que regula a expressdo de um transportador de NH4* (MILLER et al., 2007).

Em relacdo aos teores de N-NOs na bainha, a andlise de variancia indicou
efeitos significativos para dose de N; DAC e para a sua interacdo (p<0,0001). Nas
laminas foliares, os teores de N-NO3™ resultaram afetados pela dose de N (p<0,0001);
DAC (p<0,0001) e para a interagdo entre dose x DAC (p<0,0001). Para o componente
colmo, houve significancia para dose; DAC e para a sua interacdo (p<0,0001, Figura 48
C). Mesmos niveis de significancia foram obtidos para as raizes, com a ressalva de que
neste componente ndo foi possivel realizar as coletas aos 14 e 21 DAC (Figura 48 D).

Na andlise dos teores de N-NO;3; na bainha e na lamina foliar, € possivel
identificar que houve tendéncia bastante semelhante entre esses compartimentos (Fig.
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48 A e B). Na bainha, apesar de bastante elevados, os valores permaneceram
relativamente constantes nas duas maiores doses aplicadas. J& no tratamento controle,
durante o periodo de 14-21 DAC, os teores de N-NOj™ cairam praticamente a zero (56,1
vs. 2,6 pmol/g MF). Em seguida, aos 28-35 DAC, uma queda similar foi observada para
a dose de 80mg N Kg de solo ™. Nas laminas o comportamento observado foi 0 mesmo
da bainha. Os maiores contrastes foram observados aos 14DAC entre 0S mesmos
tratamentos (160N vs. Controle). A mesma queda observada nas bainhas foi observada
também nas folhas, quando aos 28-35DAC, o tratamento de 80mg N kg solo™ registrou
queda de 708%.

Vale ressaltar que os valores observados para N-NOs™ ndo oferecem risco aos
animais, ja que os registros encontrados no Brasil remontam a valores superiores a 2000
ppm (mg/kg) de N-NO3™ nas folhas aveia e azevém (JONCK, 2010). De fato, ndo foram
encontrados registros de literatura, com a descricdo de ocorréncia de acumulacdo de N-
NOj™ nos tecidos do capim Tifton 85, que pudessem representar riscos a satde animal.
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Figura 48. Variacdo temporal nos teores de N-nitrato no capim Tifton 85, cultivado em
casa de vegetacdo, em funcdo de doses de nitrato de aménio. A) bainha foliar; B) lamina
foliar; C) colmo e D) raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4 observac6es. n.d.=
ndo determinado.

O colmo, juntamente com as bainhas, apresentou 0os maiores acimulos de N-
NO;3; (Figura 48 A e C), podendo ser considerados como locais preferenciais de
armazenamento de N-NO3™ no capim Tifton 85. No colmo, € possivel observar a mesma
tendéncia registrada para as por¢des foliares, onde apesar de tardia e menos intensa,
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ocorre 0 esgotamento total dos teores de nitrato no tratamento controle aos 28 DAC,
possivelmente devido a um muito baixo influxo radicular. Nesta mesma data inicia a
reducéo do tratamento de 80 N, que aos 35 DAC registra seu menor valor (Fig. 48 C).

Nas raizes, embora ndo se disponham dos dados relativos aos 14 e 21 DAC, ¢
possivel inferir uma tendéncia acentuada de queda no tratamento que recebeu 80 mg N
kg solo™, o qual caiu a zero por ocasido da amostragem final (Figura 48 D). Para 0s
niveis maiores de aplicacdo, o teor de NOj3’ registrou um pico aos 28 DAC, com teores
de ~ 40pumol de N-NO3 g MF ™ na dose de 160mg N kg solo™. Na amostragem seguinte
(35 DAC) é possivel observar que para todos os tratamentos que receberam N
suplementar houve reducdo nos teores de N-NOs™ sendo que no tratamento 80mg N kg
solo™ a reducdo foi total. De forma geral, reducdo dos teores de N-NO3z poderiam
refletir a sua maior remobilizacdo e assimilacdo de pelo sistema NR, conforme ja
observado em outras espécies (FONTES et al., 2008; SANTOS et al., 2009; SILVA et
al., 2011; APRIGIO et al., 2012).

Em relagdo aos teores de N-amino livre na bainha, a anélise de variancia (teste
F) indicou efeitos significativos para dose de N, DAC e para a interacdo entre dose X
DAC (p<0,0001). Nas ladminas, os teores de N-amino livre revelaram efeitos
significativos para dose de N, DAC e para a interacdo entre dose x DAC (p<0,0001).
Essa mesma ordem de significancia das fontes de variacdo, ocorreu em colmos e raizes.

Numa apreciacdo geral, as maiores concentragdes de N-amino livre foram
observadas nas folhas, bainha, colmo e raiz, em ordem decrescente. Os teores de N-
amino observados neste segundo experimento, em folhas e bainhas, nas maiores doses
aplicadas, excederam largamente os valores observados em solucdo nutritiva que se
situaram, em termos médios, entre 26-30 pmol g MF™, nivelando-se entre as dose 5-10
mM (Figuras 33 A e B).

Na figura 49 é apresentada a variagdo nos teores de N-amino livre nas diferentes
partes do capim Tifton 85, em funcdo de DAC. Nos colmos, bainhas e folhas dos
tratamentos que receberam N, houve um mesmo padrdo de progressivo aumento
temporal, a taxas decrescentes, até os 28 DAC, nos quais se verificam 0s maiores
contrastes, principalmente considerando os niveis de N-amino no tratamento ndo
adubado. Uma semana depois (35 DAC), os teores cairam, em todas as partes
vegetativas, com diferentes intensidades em concordancia com a reducdo da massa seca
total nesse periodo. As menores reducdes foram observadas para as folhas. J& na bainha
foliar, e principalmente nas raizes, a intensidade de queda chegou a 68% em relacdo aos
valores registrados aos 28 DAC (Figura 49 A e D), sinalizando possivel repasse de N-
amino em direcdo as folhas, mesmo num quadro desfavoravel ao metabolismo
nitrogenado. Nos estudos realizados com arroz, uma espécie anual, com metabolismo
Cs, Fernandes (1990) comunicou correlacfes negativas, entre matéria fresca vs. amino-
N (r= 0,89), mateéria fresca vs. aménio (r= 0,67) e N-amino vs. aménio (r= 0,95),
levantando a hipdtese de que sob condicdes de actimulo excessivo de NH4" nos tecidos,
aminoacidos e/ou amidas poderiam vir a ser deaminados e 0s esqueletos de carbono dai
resultantes usados como substrato para a manutencdo do metabolismo das plantas. Pelo
até aqui discutido com relacdo ao comportamento do Tifton 85, é evidente que a sua
forma de lidar com possiveis excessos na oferta de NH, " disponivel na solugdo do solo,
é diferente da do arroz, mesmo sendo esta ultima espécie tida como tolerante a nutricao
amoniacal. Todavia, presumivelmente altos niveis de N-amino em raizes e parte aérea
no Tifton (Figuras 49 B e D), podem ter outras implicagdes em termos de absorgéo e
metabolismo de N neste cultivar. Pesquisas tém mostrado que o “pool” interno de
aminoacidos, e particularmente glutamato, pode fornecer um sinal regulatorio dos
influxos de NO3" e NH;* em plantas (MILLER et al., 2007). Aparentemente, a fonte
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para tal tipo de regulagdo “feedback” seria o “pool” de N-amino locado no floema,
embora outras alternativas tenham sido sugeridas (LEA & MIFLIN, 2011). Também,
existe demonstragdo experimental de que o aumento do influxo de NH," pode decrescer
o influxo, ou aumentar o efluxo, de NO3 (MILLER & CRAMER, 2004). Se esses
mecanismos regulatorios, em alguma medida, estivessem operando no presente sistema
experimental, isto poderia conduzir & minimizagdo da influencia da absor¢do de nitrato
a partir da fonte mista utilizada neste experimento. As condigdes metabdlicas para tal
existem, mas é dificil, com os dados disponiveis, poder discernir entre as varias
alternativas. Por outro lado, como a nitrato redutase tem a sua sintese e atividade
induzidas pelo substrato, é previsivel que, em situacdes onde os influxos de NO3 para o
citosol sejam baixos, a ANR sera igualmente baixa.
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Figura 49. Variacao temporal nos teores de N-amino no capim Tifton 85, cultivado em
casa de vegetacdo, em funcdo de doses de nitrato de amodnio. A) bainha foliar; B)
lamina foliar; C) colmo e D) raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4 observacoes.
n.d.= ndo determinado.

Em relacdo a atividade da enzima nitrato redutase (ANR) na bainha, nas laminas
foliares e nos colmos, a analise de variancia (teste F) indicou os mesmos efeitos
significativos para os trés compartimentos: dose de N, DAC e dose x DAC, (p<0,0001).

A variacao temporal da ANR em funcgdo das doses de N aplicadas, € apresentada
na figura 50 (A-D). Nas raizes, a ANR apresentou o maior valor entre 0s componentes
morfoldgicos, mas apenas na maior dose estudada, atingindo um valor modesto (0,5
umol g-'h-!), apenas aos 35 DAC, e na maior dose de N aplicada (Figura 50 D),
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justamente a que induziu queda na mateéria fresca total (Figuras 37-39). Infelizmmente,
outras inferéncias ficaram prejudicadas pela falta de dados amostrais aos 14 e 21 DAC.
Para uma comparagéo, todos os valores de ANR obtidos ficaram sempre abaixo de 0,6
umol g-* h*, valor considerado baixo em folhas e bainhas de Brachiaria decumbens, em
resposta & aplicacdo de até 80mg N kg™ solo (FERNANDES & FREIRE, 1976).

Esses resultados, que reiteram tendéncias ja observadas no cultivo hidropénico,
coloca a questdo dos baixos niveis de ANR encontrados no Tifton 85, mesmo com o0s
altos niveis de adubacgdo nitrogenada aqui empregados. Em conexdo com este tema,
Ruan et al. (2007) comentaram, a partir de observacdes feitas com outras espécies
vegetais, que baixas taxas de crescimento usando nutricdo nitrica, em comparacdo a
nutricdo amoniacal, poderiam ser produto, ou de baixas taxas de absor¢do de NO3™ ou
de uma assimilacdo ineficiente, devido a uma baixa ANR, ou ainda, a uma combinacgéo
desses fatores. No que diz respeito as raizes, baixa ANR ndo em traco inerente, dado
que, a niveis bem menores de N externo, e talvez, numa combinagdo ambiental mais
favoréavel, obtiveram-se atividades da ordem de 3,0-5,0 pmol g-' h-! (Figura 35). Essa
observacao, aliada aos resultados outros aqui obtidos (Fig. 50) permitiriam pensar sim
em algum tipo de inibicdo especifica sobre os influxos de nitrato, que a presenca
crescente do cation NH;" no meio de absor¢do, ndo ajuda a mitigar. Justificam-se,
portanto, estudos adicionais direcionados a examinar, mais precisamente, quais as
razOes dessa aparente baixa ANR no capim Tifton 85.
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Figura 50. Variacdo temporal da atividade da enzima nitrato redutase no capim Tifton
85, cultivado em casa de vegetacdo, em funcdo de doses de nitrato de amonio. A) bainha
foliar; B) lamina foliar; C) colmo e D) raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4
observacges. n.d.= ndo determinado.
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4.2.5 Agucares soluveis

Em relacdo aos teores de agucares soluveis (AS) na bainha e lamina foliar, a
analise de variancia indicou efeitos significativos para dose de N, DAC e para a
interacdo entre dose x DAC (p<0,0001). Nos colmos, houve significAncia para épocas
de coleta (DAC) e para a interacdo entre dose x DAC (p<0,0001). Nas raizes, 0s teores
de AS foram significativos para dose de N, DAC e para a interagdo entre dose x DAC
(p<0,0001).

Na figura 51 séo apresentadas as variagdes temporais para os teores de AS na
bainha, lamina foliar, colmos e raizes do capim Tifton 85.
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Figura 51. Variacdo temporal dos teores de aclcares sollveis no capim Tifton 85,
cultivado em casa de vegetacdo, em funcdo de doses de nitrato de aménio. A) bainha
foliar; B) lamina foliar; C) colmo e D) raiz. Barra vertical indica erro padrdo de n=4
observac@es. n.d.= ndo determinado.

Em todas as partes avaliadas do capim Tifton 85 foi observado que aos 28 DAC
foram alcancados os maiores valores médios. Em ordem decrescente de acumulo é
possivel registrar a seguinte ordem: colmos, folhas, bainhas e raizes.

Na porcdo da bainha foi possivel registrar aos 28 DAC, contrastes de até 84%
entre os tratamentos, devidos a picos de acumulo, associados as duas maiores doses de
aplicagdo (Figura 51 A). Significativo também na Iamina foliar aos 28 DAC, o pico de
acumulaco isolado, na lamina foliar, correspondente ao tratamento 160mg N kg solo™
(Figura 51 B). Esse tratamento foi o que maximizou a producdo de massa fresca ou
seca, (Figuras 39 e 41), além do que, aos 28 DAC, manteve as raizes supridas com um
estoque razoavel de AS (Figura 51D), forneceu energia para a absorgdo de NH," (Figura
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47 D) e reducdo de nitrato (Figura 49 D), maximizou a sintese de aminoécidos nelas
(Figura 48 D) e ainda acumulou reservas no colmo (Figura 51 C). Esse comportamento
metabdlico € similar ao verificado quando as plantas foram submetidas a nutricdo
puramente amoniacal em solugdo nutritiva (Experimentol). Isto deixa duvidas sobre se
realmente os alegados beneficios de uma nutricdo mista (50% NH," + NO3") (MILLER
& CRAMER, 2004; LOPES & ARAUS, 2008; ZHOU et al, 2011) sdo deveras atuantes
em Tifton 85, em termos de melhoria da eficiéncia de assimilacdo do N. Claro esta que
também ndo nega essa possibilidade, de maneira que, no limite, pode-se concluir que
uma nutricdo 100% amoniacal, ou 50% NH," + NO3’, resultaram superiores, em termos
de eficiéncia assimilatéria de N, do que uma nutricdo 100% nitrica.

4.2.7 Teores de clorofila extraida

Para os teores de clorofila total (CFT) (N'N Dimetilformamida, MORAN,
1982), a analise de variancia detectou efeitos significativos para dose de N (p<0,0001) e
para a interacdo dose x DAC (p=0,0256). Na primeira amostragem, aos 14DAC, néo
houve diferencas significativas entre os tratamentos. Ja aos 21 DAC, as duas maiores
doses de N, diferiram, como grupo, das duas inferiores. Nesta mesma data foram
observados os maiores teores CFT, que chegaram a 745 pmol m™ para a maior dose.
Também nessa data foram observados os maiores contrastes (281 vs. 662pmol m?,
respectivamente (Figura 52A). Aos 28DAC, as diferencas foram minimizadas em
virtude de um aumento nos teores de CFT na testemunha. A partir dai, houve
estabilizacdo nos tratamentos que receberam N e uma queda acentuada nos teores de
clorofila total do tratamento testemunha, evidenciando uma deficiéncia no influxo
radicular de N mineral, ja detectada com outros indicadores metabolicos. Dados
semelhantes foram observados por Barbieri Junior (2009) a campo, quando também
observou os maiores teores de clorofila aos 24 DAC. Os resultados obtidos por Barbieri
Junior et al. (2010) para parcelas do capim Tifton 85 adubadas com 450kg de N-uréia
ha’ estdo contidos no intervalo aqui produzido pelas doses de nitrato de aménio
aplicadas. Daughtry et al. (2000) também observaram que os teores de clorofila total
mais do que duplicaram com o aumento das doses de fertilizante nitrogenado aplicadas
sobre plantas de milho.Outros autores tém feito observacdes qualitativamente similares
em outras espécies vegetais (SHADCHINA & DMITRIEVA, 1995; GUIMARAES et
al., 1999; ARGENTA et al., 2001 a e b; HARIPRIYA ANAND & BYJU, 2008).
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Figura 52. Variacdo temporal dos teores de clorofila extraida de discos foliares, obtidos
de folhas do Tifton 85, em funcdo de quatro niveis de adubacdo nitrogenada. A)
Clorofila total; B) Clorofila a; C) Clorofila b. As curvas conectando os pontos foram
geradas pelo procedimento de andlise grafico “Cubic spline”. Barra vertical indica o
desvio padrdo da média.

Para a clorofila a observou-se a mesma tendéncia de resultados do que para a
CFT, com significancia para doses de N (p<0,0001); DAC (p=0,0370) e para a interacao
entre esses fatores (p=0,0112). Na primeira amostragem também n&o houve diferenca
significativa, sendo esta observada na avaliagdo seguinte, (21 DAC) ocasido em que
foram observados os maiores teores de clorofila a e o maior contraste entre 0s
tratamentos, com valores médios de 227 vs. 527 pmol m™ folha, para o controle e a
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maior dose, respectivamente (Figura 52 B). Nas demais coletas, o comportamento
continuou bastante semelhante ao observado com clorofila total.

Com relagdo aos teores de clorofila b, os mesmos foram influenciados pelas
doses de N (p<0,0001); DAC (p=0,0002) corte e pela interacdo dose x DAC (p=0,0132
anexos). Em nenhuma das coletas foi observada diferenca entre os valores de clorofila b
entre os tratamentos das duas maiores doses, sugerindo provavel saturacdo em relagdo
as doses adotadas para esse periodo de avaliagdo (Figura 52 C).

4.2.8 Determinacdo com clorofildometro (ICF T)

Para as leituras com clorofildmetro, a andlise estatistica revelou efeitos
significativos de nivel de N (p<0,0001) e da interacdo dose de NxDAC (p=0,0015). Aos
14DAC, s6 foi observado contraste significativo entre dois grupos, formados pelos
tratamentos das duas doses superiores vs. tratamentos das duas doses inferiores (80 e
Omg de N kg solo™). Em todas as datas seguintes, houve diferencas significativas
(p<0,05%) para todos os tratamentos (Figura 53).

50, ® ON = 80N % 160N o 240N

451 W o
40-
] M\Q
354
] A
254
o T
] ®

154 A

10 : T T T 1
14 21 28 35

ICFT

DAC

Figura 53. Variacdo temporal de leituras do clorofilometro (ICF) para o teor de
clorofila total (A) em folhas do Tifton 85, apds corte de uniformizacdo, para quatro
doses de adubacdo nitrogenada. As curvas conectando os pontos foram geradas pelo
procedimento de analise grafico “Cubic spline”. Barra vertical indica o desvio padrdo da
média.

Os maiores contrastes entre as leituras foram observados aos 35 dias,
correspondendo a valores de 44,3+ 0,4 e 17,3+2,1 unidades ICF T entre a maior dose
240mg N kg solo™ e o tratamento controle.

De acordo com a figura 53 observa-se uma relativa estabilidade das leituras,
independentemente das variagdes que existiram quando as clorofilas foram extraidas
com DMF (Figura 52). Assim, o clorofildometro ndo capturou a exata dinamica temporal
da CFT no tratamento testemunha, assim como subestimou o valor para o tratamento
80mg N kg solo™, aos 14DAC, e mostrou uma tendéncia quadratica crescente de
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resposta para esse tratamento, que ndo existiu quando da extracédo direta (Figuras 53 vs.
52A).

Todavia, existe outro aspecto de maior interesse em relacdo ao presente trabalho.
Como foi descrito nos itens 4.2.1 e 4.2.2, as produgdes de massa fresca ou seca
sofreram reducdo significativa com aplicacdo de 240mg N kg solo™ apés atingir um
méximo com dose em torno de 150mg N kg solo™. Todavia, tanto a extracéo direta das
clorofilas quanto a sua estimativa indireta (ICF) mostraram que a maior dose aplicada
produziu consistentemente, durante todo o ciclo de rebrota, mais clorofila por unidade
de area foliar (em média, 15% a mais), do que o tratamento 160mg N kg solo™ (Figura
53).

De acordo com Zhang et al. (2008), a utilizagdo de clorofilometro como um
instrumento de diagnose das necessidades nutricionais do vegetal, estd baseada no
suposto de que doses supra-6timas de N ndo afetem as leituras do aparelho, sendo que
aumentos nos teores de CFT ndo acompanhados por aumentos na producéo de matéria
seca, caracterizariam uma situa¢do de “producdo de luxo” de clorofila. Esse tipo de
resultado confirma observacdo prévia de Silva et al. (2011), os quais avaliaram o
comportamento das clorofilas e da biomassa seca, durante tres ciclos de rebrota, em
Seropédica, RJ. Nesse experimento, foi verificado que, num dos ciclos estudados, 0s
valores de ICF T aumentaram de acordo com as maiores doses de aplicadas, enquanto a
matéria seca da parte aérea ndo variou significativamente nessas mesmas doses. O
padrao de resposta no presente caso ¢ algo diferente, posto que o “a produgdo de luxo”
de clorofila foi acompanhada de diminuicdo absoluta da matéria seca produzida.
Todavia, 0 que transparece € que 0s excessos de N absorvidos sdo canalizados, em
parte, a sintese de mais clorofila pelas folhas, numa situacdo desfavoravel, onde
possivelmente um excesso de auto sombreamento esteja deprimindo a fotossintese, e
portanto a eficiéncia de uso da radiacdo solar (SILVA et al., 2011).
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5 CONCLUSOES

A proposta central do presente trabalho consistiu na avaliagdo dos mecanismos
de assimilacdo de N por parte do capim Tifton 85, na presenga das duas formas mais
comuns de ocorréncia do N mineral nos solos: como cation NH,", ou sob a sua forma
oxidada, como anion NO3;. Como ponto de partida, formulou-se a hipdtese de que a
nutricdo nitrica, de forma exclusiva, deveria conduzir a uma maior eficiéncia de
assimilacdo de N, em relacdo a nutricdo amoniacal exclusiva.

Quando ambas as alternativas nutricionais foram confrontadas sob condicGes
ambientais rigidamente controladas e a disponibilidade nutricional otimizada através de
cultivo hidrop6nico, o conjunto de indicadores obtidos levou a rejeicdo da hipotese
inicial. O capim Tifton 85 respondeu a nutricdo amoniacal, em confronto com a nutri¢éo
nitrica, com maior producdo de massa fresca e massa seca total, maior fracdo alocacédo
fracional da biomassa total nas raizes, maior teor de clorofila total e maiores teores de
acucares soluveis e aminoacidos em folhas e raizes.

Numa segunda instancia, foi pesquisado o comportamento assimilatorio do
capim Tifton 85 perante uma nutricdo mista (50% NH;" + NO3), em experimento
conduzido com solo em condigdes de casa de vegetacdo. Neste caso, 0 comportamento
metabolico do tratamento maximizou a producdo de biomassa e reproduziu tracos
similares aos verificados sob nutricdo puramente amoniacal, incluindo maior producéo
de clorofila, e alocagdo preferencial de acgucares sollveis e aminoacidos em raizes e
colmos. Tal comportamento negou a suposi¢do inicial de que uma nutricdo mista
deveria aumentar a eficiéncia assimilatoria em relacédo a utilizacdo exclusiva de nutricdo
amoniacal ou nitrica. Foi concluido que uma nutri¢cio 100% amoniacal, ou 50% NH," +
NOjs,, foram superiores, em termos de eficiéncia assimilatoria de N, do que uma
nutricdo 100% nitrica.

Em relacdo a demanda por novos estudos, a presente pesquisa identificou as
seguintes areas de interesse:

i) Estudos sobre respostas fotossintéticas do capim Tifton & nutricdo nitrica ou
amoniacal, pura ou em diversas combinacdes. Além das taxas assimilatorias de carbono
seriam de interesse estudos sobre condutincia estomatica e mecanismos de eficiéncia
fotoquimica;

i) Estudos visando esclarecer o potencial efetivo de reducdo de nitrato nos
diversos tecidos e 6rgdos, com especial referencia as raizes, identificadas como o
principal compartimento assimilatério no Tifton 85;

iii) Estudos que procurem um maior detalhamento sobre quais 0s transportadores
de nitrato e amonio atuantes nas raizes do Tifton, incluindo os mecanismos de
expressao ou repressdo génica;

iv) No contexto dos mecanismos assimilatorios, é necessario complementar os
presentes estudos com prospeccdes a nivel metabdlico e molecular, relativas ao efetivo
papel as enzimas glutamato-sintase (GOGAT), glutamina sintetase (GS) e glutamato
desidrogenase (GDH).
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