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RESUMO

SILVA, Erika Caitano da.Emissdes de N,O do solo de cana-de-agUcar plantada com fungicida
via solo e fertilizada com ureia, 2015. 81 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia). Instituto de
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2015.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de fungicida do grupo das estrobilurinas na
reducdo da producdo de N,O no solo, um potente gas de efeito estufa, além de possiveis
efeitos positivos na eficiéncia de uso de N pela cana-de-aglcar. Foram conduzidos estudos em
laboratdrio para avaliar o efeito do fungicida em solo fertilizado com N sobre as emissdes de
N0, assim como um ensaio em casa de vegetacdo e outro em campo, onde se estudaram a
ureia e o nitrato de amdnio, tratados ou ndo com fungicida, sobre as emissdes de N,O e
indicadores de eficiéncia de uso de N pela cana-de-acucar. Além do monitoramento dos
fluxos de N,O com camaras estéaticas, foram também coletadas folhas da cultura para analise
das fracdes sollveis de N e analise da enzima nitrato redutase, incluindo-se também a
estimativa da produtividade e eficiéncia do uso de N. Os ensaios de laboratorio mostraram
que o fungicida aplicado ao solo reduz emissdes de N,O. No ensaio em casa-de-vegetacéo, a
analise de enzimas e fracdes de N na cana-de-acucar naos e alteraram com o uso do fungicida,
independente da fonte de N, mas houve tendéncia de reducdo dos fluxos de N,O no solo
tratado com ureia. No ensaio de campo, os fluxos de N,O foram de 6 a 89 ug N m?h™, 24 a
795 N m? h e 27 a 508 N m™ h™respectivamente para os tratamentos controle (sem adigdo
de N), ureia e ureia +fungicida, indicando queda nas emissdes de N,O de aproximadamente
30% no tratamento com fungicida.O tratamento com nitrato de aménio ndo induziu emissoes
de N,O do solo.Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos em todas as analises
das fracdes sollveis e também na andlise enzimatica. A produtividade de colmos (TCH),
estimada a partir das dimensées dos colmos, variou significativamente de 190 Mg ha™, no
tratamento controle (sem adicdo de N), para 238 Mg ha™, no tratamento com ureia, porém a
aplicacdo do produto ndo influenciou na produgdo da cultura. O uso de fungicida reduz
emissdes de N,O, porém ndo induz maior eficiéncia de uso de N pela cana-de-agUcar.

Palavras chave: nitrogénio, emissdes, N,O, fungos.



ABSTRAT

SILVA, Erika Caitano da. Emissions of N,O from a sugarcane soil planted with soil fungicide
and fertilized with urea, 2015. 82 p. Dissertation (Master of Science). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2015.

The objective of this study was to evaluate the efficiency of a fungicide of the strobilurin
group in reducing soil N,O production, a potent greenhouse gas, and a possible positive effect
on the N use efficiency by sugarcane. Laboratory studies were conducted to evaluate the
effect of fungicide in soil fertilized with N on N,O emissions, as well as greenhouse and field
experiments to study the fungicide as controller of urea and ammonium nitrate induction of
N,O emissions and as an enhancer of fertilizer N use efficiency by sugarcane. In addition to
the monitoring of soil N,O fluxes with static chambers sugarcane leaves were collected for
analysis of soluble forms of N and nitrate reductase activity together with plant parameters to
estimate yield and the efficiency of fertilizer N use. Laboratory tests revealed the fungicide
was capable of reducing soil N,O emissions. Regardless of N source, the fungicide did not
affect the analyses of enzymes and plant N fractions in sugarcane, but there was a downward
trend of NO fluxes in the soil treated with urea in the greenhouse experiment. In the field
experiment, N,O fluxes were 6 to 89 ug N m2h™, 24 to 795 pg N m?h™ and 27 to 508 pg N
m~h? respectively to the control (no added N), urea and urea + fungicide treatments,
indicating that N,O emissions were reduced in approximately 30% by the fungicide. The
treatment with ammonium nitrate did not induce N,O emissions from soil. There was no
significant difference between treatments in all analyses of soluble fractions and enzyme
activity. Based on the dimensions of stalks, sugarcane yield was estimated at 190 Mg ha™for
the control treatment (without added N) and at 238 Mg ha® for urea treatment. The
application of fungicide had no effect on yield. The use of fungicide reduced soil N,O
emissions, but does not induce greater N use efficiency by sugarcane.

Keywords: nitrogen, emissions, N,O, fungus.
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1-INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum ) é uma Poaceae com metabolismo
fotossintético C4. Possui um ciclo chamado “cana planta” (primeiro ciclo ap6s o plantio), que
pode variar entre 12 a 18 meses. Apds o primeiro corte, a planta rebrota e passa a ser chamada
de ““cana soca”, geralmente diminuindo sua produtividade com os cortes, sendo replantada
apos 4 a 6 ciclos de cana soca.

E uma das culturas mais importantes do Brasil. Atualmente o pais ¢ o maior produtor
tanto da cultura como de seu principal produto, o agtcar, além de ocupar o segundo lugar na
producdo de etanol. Com base em dados da Companhia Nacional de Abastecimento -
CONAB (2015), a producéo de cana foi estimada em 634 milhdes de toneladas na safra de
2014, com previsdo para a safra de 2015 de 654 milhGes de toneladas em uma &rea plantada
de cerca de 9 milhGes de hectares. A regido Centro-Sul possui a maior producdo nacional,
com destaque para o estado de Sdo Paulo com aproximadamente 53% da producéo do pais.

O suprimento de N para as plantas na agricultura brasileira ocorre principalmente com
a adicdo de ureia, devido a seu alto teor de N, cujos 0s custos de transporte séo menores, além
de sua producéo ser mais simples em relagcdo as demais fontes de N, segundo as industrias de
fertilizantes (CANTARELLA E MARCELINO, 2007).Para a cana-de-aglcar s&o
recomendadas doses de fertilizantes nitrogenados em torno de 40 kg ha™ de N na cana-planta
e de 80 kg ha™ de N nas soqueiras (Nunes Junior et al., 2005), porém a cultura possui baixa
eficiéncia no uso do nitrogénio em condi¢des comerciais. Estima-se que a eficiéncia de uso de
N para a cultura ndo ultrapasse 30 % (Balasubramanian et al., 2004). Devido a baixa
eficiéncia de uso de N, perdas podem ocorrer através de lixiviacdo e volatilizacdo de aménia,
alem da absorcdo da forma amoniacal aumentar a acidez do solo (MACLAREN e
CAMERON, 1996; OLIVEIRA et al., 2002).

A literatura mostra pouca resposta na produtividade da cana-de-aclcar em funcao da
aplicacdo de adubos nitrogenados. Por exemplo, Prado e Pancelli (2008) verificaram que
apenas no segundo corte da soqueira de cana-de-agucar houve alguma resposta a adicéo de N,
porém esse aumento na produtividade foi de apenas 8%, quando comparadas as doses de 0 e
200 kg N ha™. Franco et. al.(2008) também observaram que ndo houve aumento na
recuperacdo do °N- ureia pela cana planta, com o aumento das doses de fertilizante aplicadas
de 40, 80 e 120 kg N ha™.

Por respostas pouco significativas da cana-de-acucar com a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados, alternativas para o maior aproveitamento desse elemento no solo pela cultura
estdo sendo estudadas. Uma das alternativas seria 0 uso de produtos quimicos a base de
principio ativo da familia das estrobilurinas, considerados responsaveis por alteracfes
fisiologicas que aumentam o vigor das plantas.

Esses compostos inicialmente extraidos do fungo Strobilurus tenacellus, passaram a
ser sintetizados e atualmente sdo utilizados como fungicidas. Com o avanco nos estudos sobre
esses produtos, percebeu-se que além do combate a fungos prejudiciais as culturas, também
agem proporcionando beneficios fisioldgicos. Conforme descrito por Jabs (2004), essas
moléculas beneficiam as plantas por meio da melhoria de seu desenvolvimento, além de
promover melhor utilizacdo de CO, e redu¢do na producdo de etileno, aumentando assim a
vida util das folhas.

Para a cultura da soja (cultivar M-SOY 8008 RR), relata-se que um tipo de
estrobilurina trouxe incremento da taxa fotossintética, no estadio fenoldgico R1 e R5.1 em
dois periodos de aplicacdo. Apds o uso de estrobilurina, hd uma reducdo da taxa respiratoria
(estadio R5.1). Foi observado aumento da atividade da enzima nitrato redutase nas folhas,
quando a aplicacdo da estrobilurina é feita no florescimento ao inves do periodo de
enchimento dos grdos. Além disso, também foi avaliado aumento de massa em mil gréos e de
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produtividade em 1080 kg ha™ (FAGAN, 2010). Para trigo e cevada, Michael (2002)
observou o aumento no rendimento em 7% de gréos, em comparagdo com tratamentos com
fungicidas a base de azois e azdis/morfolinas. Também foi observada, elevacdo em 19% da
taxa fotossintética e de 15% na taxa de transporte de elétrons, além de melhorias na eficiéncia
hidrica das culturas.

Através desses ensaios, pode-se observar que o fungicida a base de estrobilurina
possui influéncia em varios processos fisioldgicos e bioquimicos das culturas de soja, trigo e
cevada, aumentando a eficiéncia dessas no uso do nitrogénio. Porém para a cultura da cana-
de-agUcar ainda ndo ha estudos publicados, embora fungicidas contendo estrobilurina sejam
aplicados a cultura.

Se de fato ocorre um aumento da eficiéncia de uso de N pela planta com o uso desses
fungicidas, pode-se especular sobre um consequente efeito na reducdo de perdas de N. Um
dos impactos ambientais esperados com as perdas de N é a emissdao de Oxido nitroso
(N,O)para a atmosfera. Trata-se de um gas com elevado potencial para o efeito estufa do
planeta, e € produzido no solo quando existe excesso de N, alta umidade, presenca de residuos
organicos etc pelos processos de nitrificagdo e desnitrificagdo, principalmente (ALVES et al,
2012).

Por muito tempo, os procariotos foram considerados responsaveis pela desnitrificacao
no solo. Porém, trabalhos realizados com o antibiotico cicloheximida, com acdo fungicida,
mostraram elevada reducdo nas emissdes de N,O, sugerindo a participacdo relevante de
fungos no processo. Laughlin e Stevens (2002) relataram reducdes de 89% nas emissdes de
N20O com producgéo de azevém em solos da Irlanda. Outro estudo mostrou redugéo de 40% em
solos agricolas tratados com clorotalonil (KINNEY et al., 2004). Esses trabalhos permitem
formular a hipdtese de que o uso de fungicidas para controlar fungos fitopatégenos do solo no
plantio da cana-de-acUcar poderia contribuir para reduzir emissdes de N,O, que normalmente
incrementam com a fertilizag@o nitrogenada. A segunda hipotese seria a de que a utilizagéo de
fungicidas poderia aumentar a eficiéncia de uso de N pelas plantas, em funcdo de menores
perdas e de possivel influéncia fisiologica nas plantas de cana-de-acgucar.

Assim, os objetivos deste trabalho foram os de avaliar a influéncia de um fungicida a
base de estrobilurina no desenvolvimento da cultura da cana-de-agucar, mais especificamente
sobre a eficiéncia de uso de N pela planta, explorando-se também o efeito do produto sobre as
perdas de N,O do solo.

2-REVISAO DE LITERATURA
2.1- O cultivo da cana-de-agucar no Brasil

A cultura da cana de aglcar comecou a ser cultivada no Brasil alguns anos apos o
descobrimento do pais, em 1532 por incentivo do colonizador Martim Afonso de Souza. O
seu cultivo foi a primeira atividade organizada do pais, se tornando desde essa época
importante componente de desenvolvimento (UNICA, 2010).

Atualmente, muitas pesquisas sdo voltadas para o melhoramento e aumento de
produtividade da cana-de-acgucar, pelo fato de ser uma cultura de grande retorno econémico
para 0 Brasil (DANALATOS et al, 2007; RAVINDRANATH et al, 2006;
QUESADA,2005). Sua industrializacdo além de fornecer acucar e alcool, que sdo seus
principais produtos, também disponibiliza subprodutos como torta de filtro, bagaco, vinhaca,
entre outros de importancia como insumo no sistema de producdo. Cada tonelada de cana
produz cerca de 120 quilos de aglcar e 85 litros de etanol, e mais recentemente a energia

12



gerada pela queima do bagaco e da palha se transformaram no terceiro produto comercial da
cultura (UNICA, 2010).

Neves et al. (2011) afirmaram que para o pais ter se tornado o maior produtor mundial
de cana-de-agucar,0 aumento em sua produtividade foi constante durante os 40 Gltimos anos,
apesar do consideravel crescimento em outros paises como a india, China, Estados Unidos,
Austrélia e Tailandia. Essa expansdo na produtividade da cultura, fez com que a producao de
acucar, que vinha sendo o “carro chefe” no setor, alcancasse aumentos de quase 600% na
safra de 2009/2010 em comparacdo com a safra de 40 anos atras. Hoje o Brasil responde por
cerca de 20% da producdo mundial de agucar e 40% das exportacdes.

Apesar desses aumentos na produtividade serem expressivos e importantes para o
desenvolvimento do pais, com essa expansdo nas areas cultivadas levantou-se a discussao
sobre a sustentabilidade do setor canavieiro, e foi revelado que a pratica do cultivo de cana-
de-agUcar é a maior geradora de gases de efeito estufa (GEE). 1sso se deve pelo fato de que a
atividade do setor energético, que utiliza a queima de combustiveis fosseis (petrdleo, carvao e
gas mineral) para se obter energia e transporte, ser a maior contribuinte para 0 aumento nas
concentracdes dos principais gases como CO,, CH4 e N,O, representando 57% das emissoes
(SCARPINELLA, 2002).

Investimentos no setor como a utilizagdo do bagago da cana para producédo de energia
(bioeletricidade) e a eliminacdo da queima da cana para colheita, fizeram com que as
emissOes fossem reduzidas, e assim a analise da pegada de carbono do etanol brasileiro, desde
a producdo de cana até a utilizacdo pelo consumidor, seja 80% menor (em equivalentes de
CO,), tendo como referéncia o uso de combustiveis fosseis veiculares (SOARES et al, 2009).
Assim, o etanol é mundialmente reconhecido por sua sustentabilidade e economia (ALBINO
et al., 2006), pois quando comparado com a gasolina, ele se torna uma alternativa mais barata,
renovavel e menos poluente (JAGGER, 2010; LEE, et al., 2006).

Segundo dados da Unido da Industria de cana de aglcar (UNICA, 2010), além de
expressiva contribuicdo na geracdo de empregos, 0 setor sucroenergetico é um dos principais
contribuintes para que a agricultura brasileira sempre esteja entre as mais importantes
atividades geradoras de riquezas, e dessa forma elevando os nimeros do Produto Interno
Bruto (PIB) do pais. Tendo em vista a importancia da cana de acucar no desenvolvimento do
Brasil, pode-se concluir que os investimentos com pesquisas que visam alternativas para
mitigar essas emissdes no processo produtivo do setor, buscando a sustentabilidade do
sistema, sdo essenciais.

2.2-Adubacéo nitrogenada em cana-de-aclcar

A absorcdo de N pelos vegetais ocorre basicamente a partir das formas NO3 e NH,",
sendo na sua maioria (99%) através de fluxo de massa e apenas 1% pela interceptacdo do
sistema radicular (MALAVOLTA et al., 1997). Segundo Meinzer e Zhu (1998), em condi¢cdes
de deficiéncia de N a producéo de esqueletos de C diminui, dessa forma ocorre uma queda na
produtividade das culturas, havendo especificamente na cana-de-acicar menores nimeros de
perfilhamento, diminuicdo da area foliar e menor longevidade das folhas (MALAVOLTA et
al., 1997).

Para Cantarella e Raij (1986), varios experimentos mostraram que a cana na fase soca
responde positivamente a aplicacdo de nitrogénio, porém houve casos em que a resposta foi
negativa. Outros autores observaram que a cana soca possui maior resposta a adubacdo
nitrogenada do que a cana planta (MARINHO, 1974; AZEREDO et al. 1984), porém em
outros ensaios ndo se observou resposta positiva a aplicacdo desse nutriente para o ciclo de
crescimento das soqueiras (GALLO et al., 1974, ANJOS et al., 1998). Dessa forma, estudos

13



ainda precisam ser realizados para uma conclusdo definitiva sobre o assunto, especialmente
sobre o destino do N ndo aproveitado pela cultura.

Como toda a cultura, para que haja aumentos na produtividade principalmente da
cana-soca, 0 nitrogénio & um dos elementos essenciais. Dessa forma, a fertilizacéo
nitrogenada é uma préatica que integra o sistema de producdo da cultura, embora as doses,
fontes e formas de aplicagdo variem consideravelmente entre produtores. Em alguns casos,
reporta-se dispensavel a aplicagdo de N no primeiro ciclo apés o plantio (cana-planta),
embora seja onde ocorre a maior acumulacdo de N pela cultura. Para as fases de cana-soca, as
doses sdo maiores em fungdo da frequente resposta da cultura a aplicacdo de N (ORLANDO-
FILHO et al., 1980).

Alguns fatores podem explicar diferengas na resposta de N entre a cana planta e a cana
soca como exemplo:

- O N acumulado nos toletes pode ser suficiente para o crescimento inicial da planta, uma vez
que a demanda inicial da cultura € baixa;

- Maior vigor das raizes da cana-planta em compara¢do com cana-soca, permitindo maior
aproveitamento do N mineralizado do solo;

- Os restos culturais da cultura anterior podem suprir parte dos requerimentos de N da cultura;
- A imobilizacdo do N na palha da pode contribuir significativamente para reduzir a
disponibilidade de N no solo na cana-soca;

- A calagem pode ajudar na disponibilizacdo de N no solo (ARAUJO et al., 2001);

- Possiveis diferengas na eficiéncia da cultura em relacdo a fixagdo biologica de nitrogénio
(FBN) (URQUIAGA, 1992), além de outros beneficios promovidos através da associagéo
com bactérias diazotréficas como na producdo de hormdnios que sdo promotores de
crescimento, como exemplo o acido indolacético (SUMAN et al., 2001);

- Maiores niveis no teor de carbono organico do solo e retencdo de nutrientes essenciais como
o N (YADAV et al., 2009);

- E por fim aumentos na solubilizacdo de moléculas de fosfatos (SINGH et al., 2007,
SHUKLA et al., 2008).

Para que ocorra uma maior resposta a fertilizacdo com N na cana-de-agucar, fatores
como a cultivar, o nimero de cortes, a disponibilidade do elemento na solucao do solo, o ciclo
da cultura e fatores ambientais precisam ser observados (COURTAILLAC et al., 1998).

Por ser um nutriente altamente extraido do solo pela cana-de-aclcar, devido ao seu
longo ciclo e por possuir um sistema radicular abundante, a cultura possui uma elevada
eficiéncia fisioldgica na utilizacdo de nitrogénio do solo, o que deve contribuir para reduzir a
resposta a fertilizacdo nitrogenada (SILVEIRA, 1985).

Com base em estudos realizados por Korndorfer et al. (1997), aproximadamente 50%
do nitrogénio acumulado na parte aérea da cana esta concentrado no colmo. Esse aspecto
implica em dizer que para produtividades na faixa de 80 Mg ha™, cerca de 90 a 100 kg N ha™
sdo exportados do sistema, sendo que a irrigagdo com vinhaca devolve entre 20 a 30 kg N ha
! deixando um saldo negativo para o sistema de 60 a 80 kg N ha™. Como no Brasil a
fertilizacdo com N esté entre 60 e 80 kg N ha™ ano™, em média, e a eficiéncia ndo passa de 50
% (BALASUBRAMANIAN et al., 2004), pode-se deduzir que € um sistema deficitario em N
ou que a fixacdo biologica de N, tem papel muito relevante na sustentabilidade da producéo
(URQUIAGA et al., 2012; BAPTISTA et al., 2014).

Normalmente culturas de graos ou de pastagens conseguem aproveitar cerca de 60%
do nitrogénio proveniente de fertilizantes. JA& em cana-de-acUcar, foi encontrado um
aproveitamento em torno de 20% (GAVA et al. 2003), ou ainda menores como de 7 a 16%
encontrados por Trivelin et al. (2002b). O residuo do nitrogénio no solo tende a diminuir o
aproveitamento da cana em relagdo a adubacdo nitrogenada, uma vez que é pequena a
quantidade de N absorvido proveniente do fertilizante em comparacdo ao total que é
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acumulado pela planta (BITTENCOURT et al, 1986). Dessa forma as perdas de N-
fertilizante tendem a serem maiores do que a quantidade que a planta consegue recuperar
(VITTI, 2003; GAVA et al., 2002). Lisboa et al. (2011) concluiu que mais de 60 % do N
aplicado na forma de fertilizante € perdido para 0 ambiente.

A combinagdo do N com outras fontes de nutrientes parece exercer efeitos sobre 0 uso
de N pela cultura. Ensaios a campo conduzidos por Silva & Gurgel (1981), mostram que a
acumulacdo de N na planta é significativa quando o solo é tratado com vinhaca como
fertilizante. A presenca de vinhaca no solo também possui efeito positivo na atividade da
enzima nitrato redutase, nos compostos nitrogenados e na producao de proteinas em folhas,
bainhas e colmos durante o ciclo de crescimento da cana-de-aglcar (SILVEIRA E
CROCOMO, 1990), apresentando maiores taxas de crescimento, em relacdo ao tratamento
controle (SILVEIRA, 1985). Além disso, estudos feitos por Schultz (2009) mostraram maior
rendimento de colmos em cana de primeira soca com aplicacéo de vinhaga + 80kg de N-ureia
ha™ em comparacéo a aplicacdo sem a mistura desses produtos.

Contudo, Silveira & Crocomo (1981), concluem que provavelmente as quantidades
significativas de nitrato armazenados nos colmos ocorreram nas fases iniciais de crescimento
da cana-de-acgucar. Isso indica que nas fases jovens da cultura ha alta atividade no sistema de
absorcdo, reducéo de nitrato e assimilacdo amdnia (TAKASHI, 1965; TEIXEIRA, 1980).

2.3—Efeito Estufa

A atmosfera é uma fina camada de gases que envolvem o planeta Terra, tendo em sua
constituicdo 78% de nitrogénio (N;) e 21% de oxigénio (O,), além da presenca dos gases de
efeito estufa (GEE). (IPCC, 1996). O aquecimento da atmosfera e da superficie terrestre €
proporcionado através da energia solar que incide por meio de radiagdes ultravioleta, visivel e
infravermelha. Em torno de 50% dessa energia incidente no planeta é absorvida pela
superficie terrestre, alem de ocorrer uma absorcdo por gases e goticulas de dgua que estdo
presentes no ar em aproximadamente 20%. A parcela restante (30%) volta para o espaco
através de corpos refletores como a neve, o gelo, a areia e as nuvens. Os gases do efeito estufa
absorvem toda essa radiacdo e emitem na forma de calor proporcionando esse efeito de estufa,
mantendo o equilibrio térmico da Terra (ZANATTA, 2009).

O efeito estufa é um fenbmeno muito importante para a manutencao da estabilidade do
ecossistema e do clima terrestre, é através dele que a temperatura da Terra se mantém
constante com aproximadamente 15 °C, pois na auséncia desse efeito essa temperatura seria
em torno de -18 °C, assim a vida no planeta na forma que conhecemos ndo seria possivel
(IPCC, 1996; 2007). Porém, o desequilibrio nas concentraces de gases que compdem esse
fendmeno na atmosfera pode levar a aumentos dessa temperatura. Forster et. al. (2007)
verificaram que em diversas regides do planeta ocorrem aumentos na temperatura desde a era
pré-industrial, sendo impulsionado pelo crescimento econdmico e populacional.

Os principais gases do efeito estufa do planeta sdo o diéxido de carbono (CO), 0
metano (CH,) e o 6xido nitroso (N,O). Pesquisas revelam que o aumento das concentracdes
de CO, na atmosfera, considerando uma escala de 250 anos, foi de aproximadamente 100
ppmv (parte por milhdo em volume), sendo que nos Ultimos 10 anos esse aumento ocorreu a
uma taxa de 2 ppmv por ano. No caso do CH,4 houve um aumento de cerca de 150% em suas
concentragcdes, com uma taxa anual de 3 ppmv, sendo também bastante expressivo. Nesse
mesmo periodo, as concentracBes de N,O aumentaram em 16%, passando de 270 para 320
ppbv (partes por bilh&o em volume) com uma taxa de 0,8 ppbv ano™ (FORSTER et al. 2007).

Segundo estudos realizados por Hansen et. al. (2005), se as taxas anuais de emissoes
continuarem no mesmo ritmo, numa escala de 10 anos a temperatura terrestre podera
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aumentar 0,6 °C. Além disso, € muito provavel que se torne frequente e mais duravel as
ocorréncias de ondas de calor e eventos extremos de precipitacdo em diversas regides, sem
falar no aquecimento, acidificacdo e aumento do nivel dos oceanos (IPCC, 2007).

2.4 - Emissdes de N,O

Apesar de possuir uma concentracdo a niveis baixos, o 6xido nitroso (N,O) é
considerado um gas muito ativo no processo de efeito estufa devido a sua alta capacidade de
absorver radiacdo infravermelha e sua alta estabilidade na atmosfera. Uma molécula desse
gas, considerando-se um periodo de 100 anos, tem um potencial de efeito estufa 296 vezes
maior do que o CO,, além de sua radiacdo equivaler em aproximadamente 10% em relacdo ao
CO, e sua permanéncia na atmosfera ser estimada em 120 anos. (ROBERTSON & GRACE,
2004; HOFMANN, 2006; SCHINDLBACHER et al., 2004; IPCC 2007).

Existem fontes naturais de N,O como as savanas, 0s oceanos e 0s solos das florestas,
além de fontes sintéticas como na producdo de nylon e na queima de combustiveis fosseis
(FORSTER et al, 2007). Apesar disso a pratica da agricultura € considerada uma das
principais causas para 0 aumento das emissdes de gases do efeito estufa no planeta,
principalmente de N,O (IPCC, 2007). As praticas agricolas contribuem para as emissdes de
N,O através do uso de nitrogénio com aplicacdo de fertilizantes, por meio do processo de
fixacdo biologica de nitrogénio, adubos provindos de dejetos de animais e através de
mudancas de uso do solo.

Por ano aproximadamente 70% dessas emissfes antropogénicas (promovidas pelo
homem) de N,O no mundo esta ligada a producdo de animais e culturas agricolas (MOSIER,
2001), sendo esta causada por sua grande maioria devido ao uso de fertilizantes nitrogenados
(NEVISON e HOLANDA, 1997).

Nos proximos anos a tendéncia é de aumentos nessas emissdes, principalmente
devido a expansdo econdmica de paises em desenvolvimento, que ocorre muitas vezes atraves
de investimentos em areas agricolas, e como conseqliéncias ha aumentos na utilizacdo de
fertilizantes (SMITH et al., 2007; ZHANG, 2007). Portanto o entendimento da dinamica do
nitrogénio no sistema solo-planta-atmosfera é essencial para o desenvolvimento de técnicas de
manejo que consigam mitigar os efeitos dessas mudancas de uso da terra sobre as mudancas
climaticas (EMBRAPA, 2009).

No Brasil ndo é diferente, apenas as emissdes de N,O da agropecudria representam
cerca de 90% do total do gas emitido pelo pais (CERRI et al., 2009). Estatisticas apresentadas
mostram que somente no ano de 2014, o pais consumiu aproximadamente 32 milhdes de
toneladas de fertilizantes minerais, sendo que os mais utilizados séo a ureia e o sulfato de
amonio (ANDA, 2015), sendo um importante contribuinte para essa alta porcentagem nas
emisses de N,O. Além disso, os dejetos (fezes e urina) dos animais de pastagens também
possuirem alta influéncia nesses nameros, sendo uma fonte com alto potencial de emissdo ndo
apenas de N,O como de metano (CH4) (CERRI et al.,, 2009). Um estudo realizado para
observar a emissdo de N,O em comparagdo com sistema de plantio direto e preparo reduzido
do solo, com aplicacdo de dejetos de suinos, revelou que essas emissdes obtiveram aumentos
logo apos a aplicacdo dos dejetos, nos dois sistemas de producdo, revelando a importancia
dessa pratica na elevacdo das concentracGes desse gas na atmosfera (GIACOMINI et al.,
2006).

Como se pode observar, o setor agricola do Brasil possui uma expressiva contribuicdo
nas emissdes de N,O, com isso hd a necessidade de intensificar os esfor¢os para o
desenvolvimento de tecnologias e praticas de manejo que sejam capazes de diminuir as
emissOes desse gas para a atmosfera (ZANATTA, 2009).
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A producdo de Oxidos de nitrogénio no solo ocorre através dos processos de
nitrificacdo e desnitrificacdo. A primeira reagdo sintetiza em maior proporgdo o 6xido nitrico
(NO) do que o oxido nitroso (N20), j& a segunda reagdo possui maior dominancia na sintese
de N,O (DAVIDSON et. al., 1993). A nitrificacdo é favorecida pela disponibilidade de NH,4",
por concentraces adequadas de oxigénio (O2) no solo e por elevadas transformacdes de
nitrogénio no sistema (DAVIDSON et al., 2000).

Todo esse processo pode ser observado no Modelo conceitual sobre as principais
fontes de N,O e NO do sistema, demonstrado no esquema a seguir.

Restricdo
de Q,

Fixago
quimica e
biolégica

o

Desnitrificagéo

Temperatura
N-nitrico
C-labil

Nitrificagao

Temperatura
N-amoniacal
pH

Figura 1. Modelo conceitual sobre as principais fontes de N,O e NO do sistema (EMBRAPA, 2012).

Corroborando com Paul e Clark (1996), as bactérias nitrificadoras, como as
Nitrossomonas e as Nitrosospira, sdo os principais géneros que oxidam NH;" a NOy, e
Nitrobacter, tem como produto o NOg3’, organismos esses favorecidos por condi¢des de pH
superiores a 5, 0 que € comum em areas agricolas, normalmente corrigidas com calcario. Os
solos bem drenados favorecem a nitrificacdo por ser um processo aerobico, porém a umidade
e temperatura sdo fatores importantes para otimizar a reacéo.

Em solos cujo espaco poroso saturado por agua (EPSA) se encontra a uma
porcentagem < ou = 40%, ocorrem producdes mais rapidas de NO do que N,O através do
processo de nitrificacdo. No caso de saturacdo de agua no solo, com altas porcentagens de
EPSA a producdo N,O aumenta, pois 0 processo dominante passa a ser a desnitrificacdo
(DAVIDSON & VERCHOT, 2000).

Emissdes elevadas de 6xido nitrico (NO) significam impacto negativo por ser um gas
que destrdi a camada de 0zbnio que protege a Terra dos raios ultravioleta (DAVIDSON et al.,
2001; PRATHER, 1998).

A desnitrificacdo é um processo que ocorre através de bactérias facultativas, que
podem usar tanto o oxigénio como o nitrato para oxidar algum material organico. Na auséncia
de O, essas bactérias reduzem o nitrato (NO3") a nitrito (NO,), e este a 6xido nitroso (N2O) e
gas nitrogénio (N,). Esses processos sdo catalisados por enzimas microbianas que atuam de
forma independente e sequencial (PHILIPPOT, 2002).

O primeiro processo € auxiliado pela enzima nitrato redutase e o segundo pela enzima
nitrito redutase. Essas bactérias responsaveis por todo o processo sdo denominadas de
desnitrificantes e formadas por grupos desses microrganismos, como exemplo as
Pseudomonas e as Clostridium (MANSELL & SCHROEDER, 1998).

Esse € um dos mais importantes processos para a ciclagem de nitrogénio no sistema,
sendo responsavel por até 30% de reducdo do N adicionado no solo através de adubacéo,
dessa forma aumentando as emissoes de N,O (GRANIER et al., 2004; CANTARELLA, 2007,
MARCELINO, 2009).
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As principais variaveis que influenciam na producdo de N,O sdo as que proporcionam
melhores condigcbes para a ocorréncia da atividade de nitrificagcdo e desnitrificagdo dos
microorganismos do solo. Dessa forma podemos citar:

- A maior disponibilidade de nitrato, ocorrida devido a sua producdo superar a demanda tanto
das plantas quanto dos microorganismos, elevar as reac6es desnitrificantes (MATSON et al.,
1999);

- Aumentos na disponibilidade de carbono labil, proveniente da matéria organica, aceleram a
atividade microbiana, e como consequéncia a desnitrificagdo também aumenta (AULAKH et
al., 1992);

- O pH do solo variando entre 6 e 8, sendo muito comum em solos que possuam atividade
agricola (AULAKH et al., 1992);

- Temperatura mais elevada proporciona um ambiente mais anaerébico, em funcdo do
aumento da respiracdo, e dessa forma diminuem a concentracdo de O,(LI et al., 2000), além
da umidade também ser responsavel pelas alteracdes nas taxas de O,, como descrito por Linn
e Doran (1984);

- E por fim a disponibilidade de N mineral, que é fundamental para que ocorra todo o
processo, e dessa forma se torna muito importante a forma de N que € inserida no sistema.
Como exemplo, a aplicacdo de ureia simultaneamente com a aplicacdo de inibidores de
nitrificagdo, em época favoravel resultaria em diminui¢do das emissdes de N,O (DOBBIE &
SMITH, 2003).

No entanto, algumas pesquisas destacam a producdo de N,O através da atividade de
fungos no solo. Apesar de parecer irrelevante, pois muitas vezes é citada na literatura como
pouco expressiva, a producdo de N,O através de fungos tem se mostrado superior em
comparacgdo a producdo bacteriana. Alguns estudos revelaram que em solos de pastagens >
80% da producdo de N,Oforam reduzidas com a adicdo de cicloheximida que € um inibidor
da atividade fungica. Mas, com a adi¢do de inibidores bacterianos (estreptomicina) a reducéo
da producéo de N,O foi <30% (LAUGHLIN e STEVENS, 2002; YANAI et al., 2007).

N&o se sabe ao certo, mas a producdo de N,O por meio de fungos pode ser devida ao
dominante acumulo de biomassa fungica no solo, e ao contrario das bactérias, os fungos
desnitrificantes necessitam de pequenas quantidades de O,no solo para o desempenho de suas
atividades (ZHOU et al, 2001).

McLain e Martens (2005, 2006) revelaram que os fluxos de N,O em solos aluviais no
sudeste do Arizona foram produzidos a partir da mineralizacdo de aminoacidos provenientes
de fungos. Além da baixa umidade do solo ndo ser propicia para a desnitrificagdo, ndo houve
eficiéncia dos autotroficos (bactérias) na competicdo por NH; em comparacdo com o0s
organismos heterotréficos (fungos).

Para Chen et al.(2014) independentemente do tipo de ecossistema, os fungos possuem
grande influéncia na producdo de N,O no solo. Porém, nas florestas sobre solos acidos,
observou-se maior significancia nesses fluxos, sugerindo que o pH do solo tenha sido um dos
principais fatores responsaveis pelo predominio da atividade de fungos no controle do
processo.Outros estudos também concluem que ndo houve alteracdo na producdoN,O mesmo
com a adicdo de acetileno no solo, que inibe a atividade das enzimas bacterianas responsaveis
pela producdo desse gas. Isso reforca a importancia dos fungos que em sua maioria nao
possuem esta enzima (STURSOVA et al., 2006; SHOUN et al., 1992; ZHOU et al., 2001).

As emissbes dos GEE variam conforme o cultivo e 0 manejo que estd sendo
empregado. Em um sistema de cultivo de milho em solos de clima tropical, no Zimbabwe na
Africa, a maxima producdo de N,O foi 0,3 kg N ha™, sendo utilizados 40 kg ha™ de adubacéo
verde como fonte de N (CHIKOWO et. al., 2004). No estado de Rond6nia, no norte do Brasil,
Passianoto et. al. (2003) encontraram uma variagdo nas emissoes de N,O na faixa de 0,004 a
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0,94 kg N ha™, sendo essa méxima devido ao uso de 42 kg ha™ de sulfato de am6nio em um
plantio convencional.

No caso especifico do cultivo de cana-de-agucar é observada a emissdo de gases do
efeito estufa (GEE) em todas as suas fases de desenvolvimento, comprovado por Oliveira
et.al. (2009). Nesse estudo, de Oliveira e equipe, foi observado que em uma producdo onde
ocorre 0 manejo de subprodutos como a vinhaca, ha emissdes dos principais GEE, como o
CO,, CH4e 0 N2O, e a pratica da colheita com queima possui um fator de emissdo de N,O de
aproximadamente 0,20% a mais do que a colheita mecénica. As emissdes de N,O na cultura
foram de 3 a 5% do fertilizante aplicado no solo, com base em dados levantados por outras
analises (CRUTZEN et. al., 2008).

Carmo et. al. (2012) concluiram que as maiores taxas de emissdo de N,O e CO, em
cana na fase de soca tratada com vinhaca, ocorreram principalmente quando houve maiores
quantidades de residuos depositados sobre a superficie do solo. Os valores encontrados foram
de 6,9 kg ha™ ano™ de CO; e de 7,5 kg ha™ ano™ de N,O, com aproximadamente 2200 kg de
CO, equivalente ha™ ano™.

2.5- As estrobilurinas e seus efeitos sobre as culturas
Segundo a ANVISA (2014), a estrobilurina € um grupo de compostos quimicos que

possui funcdo fungicida na agricultura, sendo uma de suas moléculas esquematizada na Figura
2.

O/
i o™ S0
OWO
P

Azoxystrobin

Figura 2. Estrutura quimica de uma molécula de estrobilurina.

Esse principio ativo faz parte de uma série de produtos comerciais, principalmente
para a cultura da soja. A principio, na década de 80, era extraido através de basidiomiceto
(Strobilurus tenacellus) de madeira podre, especificamente de cones de Pinus. A partir de
1992, comecou a ser produzido sinteticamente por empresas multinacionais, através dos
produtos azoxistrobina e o kresoxim-methyl (BARTLETT et al., 2001, 2002).

Por ser um fungicida de acdo sistémica, apds ser absorvido pelo fungo ele age
impedindo o transporte de elétrons na cadeia transportadora de elétrons presente nas
mitocéndrias, mais especificamente no citocromo bcl. Assim a disponibilidade de oxigénio
para as células dos fungos € inibida. Consequentemente, a sintese de ATP também ¢ afetada, e
essa acdo bloqueia a disponibilidade de energia essencial para as transformacbes de
substancias que abastecem seus ciclos bioguimicos, inibindo suas funcdes vitais (VENANCIO
et al., 1999, 2004).

Estudos realizados por Venancio e equipe (2004) também revelam que além do efeito
fungicida, esse produto possui efeitos benéficos na fisiologia dos vegetais, que proporcionam
melhorias em seu desenvolvimento e rendimento.
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Os efeitos benéficos da estrobilurina nas plantas sdo aumentos na assimilacdo de CO,,
pelo fato de ocorrer inibicdo na respiracdo mitocondrial, e na assimilacdo de nitrogénio,
através do aumento da atividade da enzima nitrato redutase, alem de aumentos nos niveis de
clorofila, reducdo na taxa de senescéncia das folhas, devido a menor taxa de producdo de
etileno. Dessa forma, havendo melhorias em seu desenvolvimento, qualidade e rendimento
nas colheitas, pelo fato das plantas sofrerem menos estresse no campo (TOFOLI (2002);
VENANCIO et al., 2003).

Como demonstram Grossmann e Retzlaff (1997), esse efeito benéfico tem sido
correlacionado com maior produtividade e qualidade dos graos de trigo, devido sua aplicacdo
ocorrer na fase reprodutiva da cultura.

Outros estudos também revelam que a aplicagcdo de estrobilurina promove aumentos
na atividade da enzima nitrato redutase (KAISER e BRENDLE-BEHNISCH, 1995), além de
diminuir a sintese de etileno (GROSSMANN e RETZLAFF, 1997). Bryson et al.
(2000)concluiram que as estrobilurinas incrementam a taxa fotossintética, além de
diminuirem a respiragdo celular.

Segundo Kohle et al. (2003) e Venancio et al. (2004), a aplicacdo de estrobilurina
induz a absorgdo de nitrato in vivo, e devido a ocorréncia de redugdo no teor de nitrato de
cerca de 10% em tecidos de brotos com uma semana de observacdo, € possivel que ocorra
assimilacdo para metabdlitos mais complexos. Dessa forma, hd& um aumento de 20% na
biomassa da planta, com duas semanas ap6s 0 uso do produto.

Como o uso das estrobilurinas, ocorre aumento da fitomassa do vegetal, e dessa forma
a maior assimilacdo do nitrogénio é inevitada. Para que isso ocorra, a enzima NADH-nitrato
redutase, responsavel pela catalizacdo da primeira etapa na assimilacdo de nitrato, € a
principal suspeita para esse aumento de producdo (CATALDO et al., 1975; KOHLE et al.,
2003 e VENANCIO et al., 2004).

Para a cultura do feijdo houve aumentos na assimilacdo liquida de CO,, na eficiéncia
do uso da &gua e transpiracdo, na massa seca e na produtividade de grdos, e eficiéncia
fotossintética, em comparacdo com plantas que sofreram com o estresse hidrico (JADOSKI,
2012). Na cultura da soja (cultivar M-SOY 8008 RR), Fagan et al. (2010) observaram que a
adicdo de estrobilurina trouxe incremento da taxa fotossintética, reducdo da taxa respiratoria,
aumento da atividade da enzima nitrato redutase nas folhas, quando a aplicacdo da
estrobilurina ocorre no florescimento.

Para ANKE (1995), a suspensdo da respiracdo mitocondrial que ocorre através da
aplicacdo do produto, é devido a estrobilurina inibir o transporte de elétrons entre o citocromo
b e o citocromo ¢ na cadeia transportadora de elétrons, diminuindo assim a sintese de ATP.
Por esse fato, € possivel esperar alguma acdo também na cadeia de transporte de elétrons em
outros seres eucariontes como 0s vegetais, ndo sendo necessariamente um efeito toxico, pois
isso é dependente da importancia que a respiracdo mitocondrial exerce sobre a célula para a
obtencdo de energia, tendo aumentos em seu potencial em decorréncia do estagio de vida do
organismo, assim como de efeitos ambientais (SAUTER et al., 1995).

A diminuicdo da respiracdo da mitocdndria nas plantas, em decorréncia da aplicacéo
de estrobilurina, ativa uma via alternativa a entrada do Ozna célula, além de haver menores
niveis de sintese de ATP e dessa forma ocorre um aumento na [H*], causando acidez no
citoplasma, assim a atividade da enzima nitrato redutase aumenta e como consequéncia a
assimilacdo de nitrogénio também (GLAAB; KAISER, 1999).

A reducdo da taxa de etileno, por parte do produto, é devido a enzima nitrato redutase
ter uma rota alternativa que produz éxido nitrico, onde inibe os precursores de etileno, o 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC)-sintase e (ACC)-oxidase, além de ser um
importante sinalizador contra os ataques de patdgenos (VENANCIO et al., 2004).
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Em sintese, a acdo de fungicida estrobilurinas sobre a inibicdo da germinacdo de
esporos, nos mostra o potencial do produto no controle do desenvolvimento de fungos nos
estadios iniciais de pos-germinagdo, obtendo uma atividade antiesporulante. Devido a chuvas
elevadas ou ao aumento no uso de sistemas de irrigacdo, hd uma maior absor¢do do produto,
que promove maior eficiéncia contra os organismos fitopatogénicos, além de promover um
longo intervalo entre as aplicagdes (VENANCIO et al., 1999).Porém os efeitos benéficos
causados na fisiologia das plantas através do uso de estrobilurina ndo séo todos conhecidos,
como conclui Kohle et al. (2003).

Com base nesses trabalhos, é possivel considerar que o uso de fungicidas a base de
estrobilurina podera ajudar ndo apenas na absorcdo de N pela cultura da cana-de-aglcar, mas
também na inibicdo das emissbes de Oxido nitroso (N,O), pois atuardo sobre os
microrganismos responsaveis por sua sintese.

3-MATERIAL E METODOS

A avaliagdo do efeito das estrobilurinas no aumento da eficiéncia de uso de N pela
planta e na reducédo de emissdes de N,O foi realizada em estudos de campo e em laboratdrio.
Ensaios preliminares foram feitos para verificar se a acdo fungicida poderia modificar as
emissdes de N,O do solo, e assim permitir o planejamento dos demais ensaios.

Para esses experimentos, utilizou-se um fungicida comercial a base de estrobilurina,
ndo sendo identificado para evitar conflitos de interesses. Daqui por diante, nas descri¢des de
métodos e apresentacao de resultados, foi denominado simplesmente de fungicida.

3.1- EXPERIMENTOS PRELIMINARES

A) Primeiro teste

Para se avaliar a eficiéncia das doses do fungicida na inibicdo das emissdes de N,O do
solo, foi realizado um teste no laboratério da Embrapa Agrobiologia, através do método de
inibicdo da respiracao induzida por substrato (IRS).

O experimento foi composto por cinco tratamentos: controle (somente adicdo de
nitrogénio), e com as doses de fungicida de 1,9; 3,7; 7,5 e 14,9 pL kg* substrato. O
delineamento foi inteiramente casualizado, composto por cinco repeticdes. A dose de N
utilizada foi de 13,84 g kg™ substrato, sendo a fonte de N o KNOs. O substrato foi composto
por uma mistura de 10g de areia lavada e 15g de solo, quantidade que foi colocada em um
pote com volume de 50 mL, usado como unidade experimental.

O solo utilizado para o estudo foi proveniente da camada de 0-10 cm de um Argissolo
Vermelho-Amarelo (0,1% N), existente na area experimental da Embrapa Agrobiologia. O
solo foi secado ao ar e peneirado em malha de 1 mm, e, apés homogeneizacdo, 15 g foram
transferidos para os potes de 50 ml, sendo aplicados 2ml de agua para estimular a atividade
biologica, deixando-se nesta condi¢édo por 2 dias.

Paralelamente, aplicaram-se 2 ml da solucédo de fungicida de cada tratamento em 10g
de areia lavada (peneirada em malha de 1 mm), que foi mantida em temperatura ambiente por
2 dias, até que a areia fosse totalmente seca. O controle recebeu apenas agua. Na continuacéo,
a areia seca, contendo 0s respectivos tratamentos, foi transferida para os potes que continham
0 solo, sendo ambos misturados com auxilio de um bastdo de vidro. Apos a formacdo do
substrato com a mistura da areia e solo, foi feita a fertilizagéo adicionando-se a cada pote 2 ml
de uma solucdo contendo KNOs(equivalente a 13,84 g kg™ substrato) e glicose(equivalente a
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3g kg™ de substrato). Em seguida, irrigou-se cada pote com 5 ml de &gua destilada para a
saturagédo do substrato.

As amostragens de ar para analise de N,O foram realizadas as 3, 6, 12 e 24 horas ap0s
a irrigacdo, sendo essas amostragens especificadas em detalhes no tépico Métodos Analiticos.
Brevemente, o monitoramento dos fluxos de N,O foi feito utilizando-se frascos de vidro de
2,5 L, com dimensBes de 19,5 cm de altura e 12 cm de didmetro, com tampas rosqueaveis
para a confeccdo das cadmaras estaticas para as coletas de gas (Figura 3). No horério de
avaliacdo do gas, os potes eram colocados no interior das jarras, as quais eram fechadas e
assim mantidas por 30 min., periodo em que amostras da atmosfera da jarra eram retiradas
para quantificar o incremento de concentracéo do gas.

Figura 3.Procedimento para a coleta de gas para analise de N,O em experimentos de laboratério. (A) Colocagéo do pote de
50 ml com substrato dentro do frasco de vidro; (B) Coleta de gas com seringa de 50 ml.

B) Segundo teste

Neste segundo teste, o objetivo foi avaliar a influéncia de fungicidas e bactericidas na
inibicdo das emissdes de N,O do solo tratado com fertilizante. O experimento seguiu a mesma
descricdo do ensaio anterior, porem o delineamento foi inteiramente casualizado composto
por 5 tratamentos com 5 repeticdes.

Além do controle (fertilizado com KNOs3), utilizou-se cicloheximida, sulfato de
estreptomicina e o fungicida (estrobilurina), e o quinto tratamento foi a mistura dos
antibioticos cicloheximida e sulfato de estreptomicina. O solo foi 0 mesmo do experimento
anterior, sendo 15 g misturados a 10 g de areia para formar 15 g de substrato por pote.

Todos os tratamentos foram aplicados em areia, que ficou dois dias em temperatura
ambiente para que secasse. Neste caso, foram adicionados 2 mL da solucdo de cicloheximida
(5 mg g™solo), 2 mL da solucio de sulfato de estreptomicina (3 mg g™ solo), 2 mL da solucéo
de fungicida na dose equivalente a 14,9 pL kg™ de substrato, e 4 mL da mistura de
antibioticos (2 mL solucédo de cicloheximida + 2 mL da solucdo de sulfato de estreptomicina),
sendo que o controle recebeu 2 mL de agua destilada. Depois de seca, a areia com 0S
respectivos tratamentos foi misturada ao solo, adicionando-se aos potes uma solucdo de KNOj3
e glicose. Em seguida, fez-se a irrigacdo com 5 mL de agua, tal como no ensaio anterior.

As amostragens de ar para analise de N,O foram realizadas as 6, 12, 24, 36 e 48 horas
apos a aplicacdo de KNOj e glicose no substrato, sendo essas amostragens especificadas em
detalhes no topico Métodos Analiticos.

Todos os demais procedimentos foram os mesmos do “primeiro teste”.
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3.1- EXPERIMENTO I: ENSAIO A CAMPO
3.1.1. Localizagéo e delineamento experimental

O experimento foi realizado a campo em uma area experimental, localizada na regido
de Jaguaritna, no estado de Sdo Paulo. O solo da area experimental é classificado como

Latossolo Vermelho distroférrico. Seus atributos quimicos sdo especificados na Tabela 1.

Tabela 1. Atributos quimicos do solo .

Profundidade pH Ca Mg Al P K
(cm) R (cmolc dm®)------- V(%) e (mg dm’®)-------
0-20 5,0 20 7 - 50 41 1,5
2040 54 36 13 - 63 112 4,2

' Fonte: Instituto Agronémico de Campinas- IAC (2014).

O experimento teve inicio em marco de 2014. O delineamento experimental adotado
foi em blocos casualizados (DBC), sendo seis blocos com cinco tratamentos cada.

Os tratamentos foram assim definidos: controle, sem adi¢cdo de N e fungicida (T1);
adicdo da dose equivalente a 60 kg N ha™ na forma de ureia (T2); 60 kg N-ureia ha™ + a dose
equivalente a 500 ml ha™ do fungicida no sulco (T3); 60 kg N-nitrato de améonio ha™ (T4) e
60 kg N-nitrato de aménio ha™ + fungicida no sulco (T5); o esquema experimental é
apresentado na Figura 4. O fungicida foi aplicado conforme recomendagdo comercial (500
mL produto ha™), sendo o volume de calda de 100L ha™.
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Figura 4. Distribuicdo dos blocos e tratamentos na &rea experimental, para o arranjo em blocos completos
casualizados.

A aplicacdo do fungicida foi feita no sulco do plantio, por meio de um pulverizador,
demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Pulverizacéo do fungicida no sulco de plantio.

Para o plantio de cana-de-agUcar utilizou a cultivar RB 855156. A brotacdo das
primeiras plantas teve inicio aos 20 dias apds o plantio, e uma aplicacdo do herbicida 2,4 D
foi necessaria para o controle de plantas invasoras na area, principalmente pela infestacéo
com beldroega (Portulaca oleraceae L.).

A Figura 6 mostra a area experimental com as mudas no estégio inicial de brotacéo.

Figura 6. Area experimental. Estagio inicial de brotag&o da cultura.

Ao longo do ciclo da cultura, foram realizados monitoramentos de N,O do solo e
coletas de solo para quantificacdo de nitrato, aménio e carbono sollvel, amostragens de folhas
para avaliacdo dos metabolitos soltveis nos tecidos das plantas, quantificacdo de atividade
enzimatica e avaliacfes biométricas (nimero de plantas, altura da planta, didmetro do colmo e
da folha e SPAD). As analises quimicas foram conduzidas na Embrapa Agrobiologia,
localizada na Rodovia BR 465, no municipio de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro.

Para a avaliacdo das fracGes sollveis, as amostras de folhas foram retiradas no mesmo
periodo da avaliacdo enzimatica, momento em que se contava com um bom nimero de folhas,
0 que ndo prejudicaria o desenvolvimento da cultura. Com essas avaliacbes das fracGes
soluveis, foram determinadas as quantidades de N total acumulado, N-amino, N-amonio e N-
nitrato, visando o estudo da eficiéncia do uso de N pela cultura. A descricdo detalhada desses
métodos esta no tépico Métodos Analiticos.

As analises dos acucares foram realizadas no final do ciclo da cultura, através da
determinacdo do °Brix (%), utilizando um refratdmetro de campo, cuja precisao era = 0,2%,
método que proporciona a quantidade aproximada de agUcares presentes nas amostras, sendo
possivel também analisar o estigio de maturacdo da planta. A leitura do Brix foi realizada
aleatoriamente em trés colmos industrializaveis de cada parcela, sendo amostrado do quarto
internddio abaixo do ponto de quebra da ponteira e do segundo internddio na base do colmo.
Com os dados obtidos aplicou-se o0 seguinte calculo, para saber o indice de maturacdo (IM) da
cana, segundo Stupiello 1987:

IM= (brix da ponta do colmo / brix base do colmo)
Onde,
IM< 0,60 = cana verde
IM entre 0,60 a 0,85 = em maturagéo
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IM entre 0,85 a 1,00 = madura
IM >1 = declinio de maturagdo

A produtividade da area foi estimada segundo Acunha et al. (2014) no final do ciclo da
cultura, em que, através da coleta aleatoria e andlises biométricas como altura, peso e
didmetro de 20 colmos industrializaveis, aléem da contagem de perfilhos em dois metros
lineares por parcela foi possivel estimar a produtividade. Para isso, foi utilizada a equacdo
proposta: TCH = M20 x NC/m? x 10, Onde:

- M20 é a massa média em gramas (g) de 20 colmos industrializaveis aleatoriamente
coletados na parcela;
- NC/m? é o nimero de colmos por 4rea da parcela (m?).

O célculo da eficiéncia agrondmica (EA) de uso do fertilizante utilizado foi segundo a
proposta realizada por Fageria e Baligar (2005) através da férmula:
EA = (PG - PGs)/(QN,). Expressa em kg kg, em que:

- PG é a producdo de gréos com fertilizante nitrogenado;
- PG4 é a producdo de grdos sem fertilizante nitrogenado;
- QN, é a quantidade de nitrogénio aplicado em kg.

3.1.2. Amostragem de gas para analises de fluxo de N,O

Em cada parcela com seu respectivo tratamento foi posicionada uma camara, tendo,
portanto, 30 camaras na area, conforme Figura 7.

“CAMARA -
ESTATICA

e ]

s 4 s

Figura 7. Visdo geral da distribui¢do das camaras na area.

As camaras foram posicionadas de forma que uma secéo do sulco ficasse sob a caAmara
para permitir avaliar o efeito do produto que foi aplicado no sulco em cada parcela da area,
como ilustrado na Figura 8.

Area de avaliacdo da emissdo de gas.

Figura 8. Base inserida no sulco de plantio para coleta de gas, local onde foram aplicados os tratamentos.
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As coletas foram feitas durante 15 dias seguidos, sempre pela manhd no mesmo
periodo, entre 8:00h e 10:00h, tendo inicio logo ap6s o plantio da cana-de-aclcar. Em
seguida, foram feitas coletas duas vezes por semana, durante quatro meses, e, por fim, foram
feitas coletas a cada 15 dias até quando foi possivel a entrada no canavial, perto do final do
ciclo da cultura, em janeiro de 2015.

A metodologia de medicdo dos gases é baseada na descrita por ALVES et al. (2012),
detalhada no tépico Métodos analiticos, porém a area da base foi 45 % maior, sendo a parte
superior (camara) feita de aco galvanizado com 25 cm de altura. As dimensGes da camara
estdo descritas na Figura 9.

46 cm, N

24,5cm

Figura 9. Dimensdes da camara.

Esta parte (cAmara) foi revestida com espuma e manta aluminizada para permitir
isolamento térmico durante os periodos de incubacéo (Figura 10).

Figura 10. Camara estética fechada, composta de base e tampa utilizada no experimento. Percebe-se o detalhe
do revestimento da tampa com espuma e manta aluminizada para evitar o aquecimento interno pela incidéncia de
raios solares.

3.1.3- Amostragens de solo

As coletas de solo foram realizadas para monitorar a disponibilidade de nitrato e
amonio, além da umidade, espaco poroso saturado por agua (EPSA) e carbono solivel. Essas
coletas foram realizadas a cada 3 dias a partir do plantio, durante um més, e depois uma vez
por semana durante mais 3 meses, para o célculo do EPSA, foi realizada uma coleta ao final
do experimento com o auxilio do anel de Kopeck.

A umidade da amostra é determinada por gravimetria, e o resultado obtido foi
utilizado para determinacdo de nitrato, aménio e densidade do solo, sendo que com este
altimo resultado foi possivel a determinacdo dos dados de EPSA.

As demais anéalises foram feitas em extratos de solo, utilizando uma solugéo extratora
de K,S0O,4 0,5 M. Para andlise de nitrato foi utilizada a metodologia de Olsen (2008), baseada
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no espectro ultravioleta, onde uma solucdo estoque de 10 mg N-NOs L™ foi preparada a partir
de KNOs; P.A. em KCI 2M. A absorbancia foi medida nos comprimentos de onda do
ultravioleta de 220 e 275 nm, essa absorbancia provocada pelo NO3™ no extrato é obtida pela
equacdo: ANO3 = A220 — 2 x A275. Em seguida, foi feito o teste de regresséo para a
confeccdo da curva. O amdnio foi analisado por colorimetria, utilizando-se o método do
salicilato (Kempers and Zweers, 1986). As analises de C-soltvel foram feitas por titulometria
apos oxidacdo do C extraido pelo dicromato de potassio.

3.1.4- Biometria

As analises foram realizadas aos 100 e 180 dias apds o plantio (DAP), obtendo-se o
nimero de plantas por parcela, sendo determinada através da contagem das trés linhas
centrais, a altura média dos colmos em (cm) foi determinada com o auxilio de uma trena
medindo-se o comprimento da base até a folha + 1, a concentracdo de clorofila em (%) nas
folhas, realizada através do SPAD, a largura foliar em (mm) obtido no intermédio de folhas
+1 e o diametro do colmo em (mm) medidos no terceiro internddio dos colmos, ambos
obtidos com auxilio de um paquimetro, equipamentos demonstrados na Figura 11.

AR i j WA= — .,
Figura 11. Equipamentos utilizados para analise do desenvolvimento da cultura. (A) SPAD, para medir a porcentagem (%)
de clorofila nas folhas; (B) Paquimetro, para medir o diametro foliar e do colmo (mm).

3.2- EXPERIMENTO II: ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

O experimento Il foi conduzido em casa de vegetacdo localizada na Embrapa
Agrobiologia, no municipio de Seropédica — RJ, entre janeiro a mar¢o de 2015. O solo
utilizado tem a mesma classificacdo do solo do experimento a campo, classificado como
Latossolo Vermelho. Seus atributos quimicos estéo especificados na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos quimicos do solo @

Profundidade Ca Mg Al K P

C % H H,O
(cm) org (%) pH Hz (cmolc dm™) (mg dm™®)
0-20 0,86 5,56 0,54 0,24 0,1 a7 1,26

@ Fonte: Laborat6rio de Quimica Agricola- Embrapa Agrobiologia (2014).

Segundo o método da Embrapa, a necessidade de calagem do solo foi de 1,42 Mg/ha.
Foram corrigidos 300 kg de solo, divididos em 25 vasos de 10 kg, sendo utilizados 216 g de
calcario mineral agricola. Para a adubacdo a recomendagéo foi de 112,5 g de Super simples,
45 g de K;SO4 € 22,59 de FTE - Br 12.
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Foram utilizados vasos de 10 kg para o plantio das mudas pré-brotadas de cana-de-
acucar, que passaram por tratamento térmico em banho-maria a 60 graus por 30 minutos, para
ajudar no controle de broca (Diatrea sacchralis).

As mudas foram preparadas em caixas com areia lavada e perlita, na proporgéo de 2:1,
durante 40 dias. Normalmente as mudas pré-brotadas de cana, ficam na areia apenas para sua
germinacdo, com duracao de 15 dias, sendo o transplante realizado logo apés esse periodo. O
intuito de deixar as mudas por um tempo maior antes de sofrer o transplante foi devido a
necessidade de se ter folhas para as analises enzimaticas e de metabdlitos soluveis.

A cultivar de cana-de-acUcar utilizada foi a RB855536, que teve 80% de germinacao,
dessa forma foi possivel utilizar 4 mudas por vaso, tendo uma quantidade consideravel de
massa foliar para as analises.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), composto
por 5 tratamentos com 5 repeti¢es. Os tratamentos foram os mesmos utilizados no primeiro
experimento:

- Controle, sem adicéo de N e fungicida (T1);

- Adicdo da dose equivalente a 60 kg N ha™ na forma de ureia (T2);

- 60 kg N-ureia ha™ + dose equivalente de 500 ml ha™ do fungicida no sulco (T3);
- 60 kg N-nitrato de aménio ha™ (T4);

- 60 kg N-nitrato de aménio ha™ + fungicida no sulco (T5).

Tanto a adubacdo, como a aplicacdo do fungicida foram realizadas no momento do
transplante das mudas de cana-de-agucar. A adubacdo equivalente a quantidade aplicada no
experimento de campo foi de 0,669 de uréia e 0,88g de nitrato de aménio por vaso. A
aplicacdo do fungicida foi realizada com o auxilio de um borrifador de jardim, sendo
aplicadas 4 borrifadas por vaso, como é ilustrado na Figura 12.

Figura 12. (A) Adubagao e(B) Apllcagao do fungicida; Realizados na cova no momento de transplante das mudas.

Durante o desenvolvimento das plantas foi feito o monitoramento dos fluxos de N,O
do solo. Amostras de tecido das folhas foram retiradas quando as mudas estavam com 75 dias,
para analise enzimatica e dos metabolitos soliveis. Houve essa espera para se proceder com
essas analises devido as mudas terem sentido o transplante, ndo sendo possivel a retirada de
material foliar logo ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Aos 103 dias as mudas foram colhidas, obtendo-se o peso da massa seca, procedendo
assim com a analise de %N total da parte aérea. Todas essas analises foram realizadas
seguindo os padrdes descritos no topico Métodos analiticos. A Figura 13 mostra a foto do
ensaio.
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Figura 13. Foto do experimento em casa de vegetacao.

3.2.1- Amostragem de géas para analises de fluxo de N,O

Para as coletas de gas, foram seguidos os mesmos padrdes do experimento I, com
descricdo detalhada dos procedimentos no topico Métodos analiticos.

Porém, o material utilizado para a parte superior (camaras) foi diferente, sendo
produzidos por baldes de PVC de 8 kg com altura de 23 cm, acoplados em baldes de PVC de
10 kg (vasos) com altura de 27,5 cm, ambos com didmetro superior de 26,5 cm. A vedacao
para o0 acumulo de gas se deu através de calhas feitas nas bordas dos vasos, onde no momento
da coleta, foram colocados agua.

Através dos atributos fisicos do solo, foi calculada a quantidade de agua mantida a
capacidade de campo, com isso a irrigacdo foi monitorada com o auxilio de uma balanca. As
coletas foram feitas diariamente durante 16 dias, sempre na parte da manh& entre 8h e 9h,
sendo coletados os tempos 0, 15 e 30 min.

3.3- METODOS ANALITICOS
3.3.1- Amostragem e armazenamento de analises de N,O

Uma amostra de ar, na atmosfera dentro da cAmara, de 30 mL foi retirada com uso de
seringas de polipropileno BD®, logo apés o fechamento da camara, correspondendo &
amostragem no tempo inicial ou zero. Uma nova amostra foi retirada ap6s 30 min. e outra
apos 60 min. (experimento I). No experimento Il, ap6s 15 min. e outra apds 30 min.. As
aliquotas de 30 mL foram posteriormente transferidas para frascos de cromatografia de 20 mL
previamente submetidos a vacuo de -100 kPa com auxilio de uma bomba a vacuo elétrica,
materiais apresentados na Figura 14. Como o volume de ar transferido para os frascos (30 ml)
era maior do que o volume do frasco (20 ml), as amostras foram pressurizadas para
armazenamento, o que poderia evitar diluicdo pelo ar externo até as analises cromatograficas.

As analises de N,O foram realizadas no laboratério de Ciclagem de nutrientes da
Embrapa Agrobiologia, através de cromatografia gasosa, em um equipamento Shimadzu
modelo GC-2014, equipado com colunas empacotadas com “Porapak Q”, conectadas a um
sistema de back flush, e um detector de captura de elétrons (ECD -“Electron Capture
Detector”).
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Figura 14. Material utilizado na coleta e analise de gas: (A) Seringa de 60 ml, (B) Bomba de vacuo, (C) Frascos de 20 ml e
(D) Cromatdgrafo da marca Shimadzu modelo GC-2014.

As concentracdes de N,O foram obtidas a partir das areas fornecidas pelo GC, de
acordo com a quantidade de N,O de cada amostra. Junto com as amostras eram colocados
padrées com concentracBes conhecidas de N,O de 352, 800 e 1200 ppb, e a partir dessas
concentracdes dos padrdes e suas areas obteve-se uma equacdo de regressdo linear que foi
utilizada para transformacdo dos dados de cada amostra para no final serem calculados os
fluxos de N,O expressos em pg N-N,O m2h™ através da equagio:

Fn.o= dc/dt * V/A * Pm/Vm, onde:

- dc/dt é a taxa de acumulagdo de N,O na cAmara (em pL L™), para o tempo de incubacio (em
horas);

- V é 0 volume da camara utilizada (em L);

- A é a 4rea da camara (em m?);

- Pm é o peso molécula;

- Vm é o volume molecular do N,O a temperatura de amostragem.

No momento da coleta de gas, a temperatura no interior da camara também foi
monitorada com o auxilio de um termémetro; foram coletadas a temperatura inicial, antes do
fechamento da camara, e a temperatura ao final da incubacéo.

3.3.2. Andlise de Metabdlitos Sollveis

Foram coletadas amostras de um grama de material foliar, as quais foram
homogeneizadas em 20 ml de etanol 80% atraves de um triturador Tecnal modelo TE-102 e
depois a solucdo foi filtrada em um funil com compressas de gaze e papel de filtro. A coleta
do extrato produzido foi transferida para um filtro separador, onde foi adicionado um volume
de cloroférmio igual ao do extrato, e assim ocorre a separacdo da fase polar (etanol, densidade
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0,789 g cm™) e apolar (cloroférmio, densidade 1,49 g cm™®) (Fernandes, 1983). Ap6s
recolhimento da fase polar, ou seja, a solugdo superior, seu volume foi completado até 25 mi
com etanol 80%. O extrato obtido foi utilizado para a determinacdo dos teores de N-amino
livre (Yemm & Cocking, 1955), N- Aménio (Mitchel, 1972; Felker, 1977) e N-NO3 (Miranda
et al., 2001) (modificado). Todas as analises foram convertidas para serem lidas em Leitor de
placa de Elisa.

A andlise de N total pelo método de Kjeldahl, ou seja, por digestdo sulfurica e
destilacdo por arraste a vapor e titulagdo (EMBRAPA, 1999), foi feita através de coletas de
amostras do material foliar e secagem em estufa a 60 graus, para posterior trituracdo do
material em moinho de faca. A eficiéncia serd& medida tendo em conta a eficiéncia
agronémica, que é a razdo da produtividade liquida (onde tem tratamento menos o controle
sem N) dividido pela dose de N aplicada.

3.3.3. Analise enzimatica

A anélise da atividade da enzima Nitrato Redutase (NRA) obtida em pmol NO, g™ de
MF h™, se iniciou no campo com a deposicéo das folhas das plantas em um recipiente com
gelo, essas amostras foram levadas para o laboratério e pesadas, obtendo um peso maximo de
500 mg por amostra. Todos esses procedimentos precisam ser executados rapidamente para se
conseguir verificar a atividade da enzima.

Em seguida houve a incubacdo das amostras, através de uma solucdo incubadora,
seguindo a adaptacdo sugerida por Santos et al. (2014) para a cultura da cana-de-agUcar,
segundo metodologia originalmente proposta por Jaworski (1971) para cultura da soja e
modificada por Cazetta & Villela (2004) para folhas de Brachiaria radicans.

A conversdao a nitrito foi feita através de uma curva padrdo de nitrito de sddio
cristalizado (Figura 15), onde a absorbancia foi medida a 540 nm em um espectrofotometro,
através do qual se obteve uma equacdo de regressdo linear e com ela a quantificacdo da
atividade potencial da enzima nos tecidos vegetais.

Os dados obtidos dos experimentos foram submetidos aos testes estatisticos pelo
programa SISVAR 5.3, sendo determinada a andlise de variancia e o teste de médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Mais especificamente para o0 ensaio de campo, os dados e as variaveis obtidas na
avaliacdo de fluxos de N,O foram analisados utilizando-se a Analise de Componentes
Principais (ACP) através do programa Canoco (TER BRAAK & SMILAUER, 2002). Na
interpretacdo dos resultados da ACP, além dos escores dos dois primeiros componentes
principais (CP; e CP,), também foram utilizados os valores de coeficientes de correlacéo
linear entre as variaveis originais e os dois componentes para verificar a relacdo entre fluxos e
variaveis medidas.

Figura 15. Curva padrdo de nitrito a partir de solugéo padrdo com concentragdo de 1ug mL ™ N-NO,.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- EXPERIMENTOS PRELIMINARES
(Para avaliagdo da producao de N,O no solo).

A) Primeiro teste

A Figura 16 mostra que a medida que se aumenta a dose do fungicida aplicado no
substrato, a porcentagem da variacdo do fluxo de N,O em comparacéo ao controle onde havia
apenas 0 nitrogénio,diminui, indicando que o fungicida teve influéncia na inibicdo dessas
emissdes.A maior dose do fungicida equivalente a 14,9 uL kg™ substrato resultou na maior
taxa de reducéo das emissdes de N,O,atingindo o valor de 15%.

A dose de 12 pL kg™ substrato é aproximadamente a dose que foi utilizada no
experimento a campo, e o resultado encontrado nesse teste revela que nessa concentragéo,
houve inibi¢do das emissdes de N,O do solo.
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Figura 16. Porcentagem da variacéo do fluxo de N,O em relagdo ao controle (apenas com Nitrogénio) segundo as doses de
1,9;3,7;7,5e 14,9 uL kg 1 substrato do fungicida.*Dose utilizada no experimento a campo.

B) Segundo teste

Nesse experimento, encontraram-se as maiores diferencas nos fluxos de N,O a partir
das 36 horas do inicio do experimento (Figura 17). Todos os tratamentos caracterizados pela
adicdo de antibidticos apresentaram fluxos de N,O inferiores ao controle fertilizado com N,
mas sem antibi6tico. O tratamento com a mistura de Cicloheximida + Estreptomicina foi o
mais potente na inibicdo dos fluxos, com quedas de aproximadamente 60% em relacdo ao
tratamento apenas com Nitrogénio.
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O tratamento com Estrobilurina resultou em reducdo de aproximadamente 20% nos
fluxos de N,O, porém, tanto o tratamento com Cicloheximida, como o tratamento com
Estreptomicina resultaram em reducdes de aproximadamente 40% nesses fluxos.

O fato da mistura entre bactericida e fungicida néo trazer diferengas significativas em
comparacgdo a aplicacdo apenas de fungicida indica um potencial elevado de participacdo de
fungos na produgéo de N,O (Laughlin & Stevens, 2002).
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FIGURA 17. Emissdes de N,O (g N m? h™) em fungdo dos tratamentos, com Nitrogénio (KNO3), com Cicloheximida + N,
com Estreptomicina + N, Estrobilurina + N e a mistura de Cicloheximida + Estreptomicina + N, ap6s 48 horas de aplicagdo
de Nitrogénio e Glicose. Teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.

Com esses testes foi possivel observar que o fungicida estrobilurina tem potencial
elevado para reducdo de emissdes de N,O do solo. Os dois testes realizados estdo de acordo
com os resultados encontrados por Laughlin e Stevens (2002) que também avaliaram a
influéncia de fungicida a base Cicloheximida e relatam uma reducdo nas emissdes de N,O de
89% com producao de azevém em solos da Irlanda. Ja Kinney et al. (2004) trabalhando com
solos agricolas tratados com o fungicida Clorotalonil encontrou uma reducdo de 40% nas
emissdes de N,O e com o fungicida Mancozeb foi encontrado uma reducdo de 47% nessas
emissoes.

Quando o teste foi realizado em sistemas de plantio direto, as reducdes das emissdes
com 0s mesmos tratamentos foram de 80% e 48% respectivamente (CRENSHAW et al.,
2008). Além disso, Crenshaw et al. (2008) avaliaram a influéncia de cicloheximida e
estreptomicina nas emissdes de N,O, em solo sob pastagem no semi-arido do Novo México
(EUA), e observaram resultados significativos com reduc6es de 85% e 53% respectivamente,
nos fluxos de N,O. Destacaram diferencas nos desempenhos dependendo da cobertura do
solo, do tipo de nitrogénio aplicado e da umidade do solo.
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4.2- EXPERIMENTO I: ENSAIO A CAMPO
4.2.1- Emissdes de N,O

Durante a conducdo do ensaio de campo, a temperatura do ambiente esteve em torno
de 24,5 °C. A temperatura do solo durante as amostragens de gas apresentou maximas em
marco, com 29,8 °C na primeira semana de avaliacdo, temperatura étima para a atividade dos
microorganismos que participam da sintese de N,O e a minima com 17 °C em julho (Figura
18).

A temperatura média dentro da camara foi de 24 °C. Houve uma variacdo de
temperatura entre o0 ambiente e dentro da camara em torno de -0,5°C, com picos negativos de
-7,4 °C e picos positivos de 3,3 °C. Essa maior variacdo negativa aconteceu devido a
temperatura do ambiente nesse dia estar muito alta, em torno de 40°C, e o isolamento da
camara ndo permitiu que a temperatura interna aumentasse na mesma magnitude.
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Figura 18. Distribuicdo das temperaturas do ambiente e dentro da cdmara no momento de amostragem de gas e suas

variacdes em °C (A); Distribuicdo da temperatura do solo no momento de amostragem de gas (B); No periodo de mar¢o de
2014 a janeiro de 2015.

As precipitacdes na area se concentraram nos primeiros meses do experimento, com
um pico de 68 mm aos 40 dias ap0s o inicio das coletas de gas (Figura 13). Foi constatado um
periodo de seca na regido, deixando as medias mensais com baixos indices pluviométricos,
fato atipico que tem influéncia direta nas emissbes de N,O, uma vez que a desnitrificacdo
depende das condicdes anaerdbicas (SMITH et al., 2003).

O espaco poroso saturado por agua (EPSA) teve seu pico com aproximadamente 43 %
em abril, aos 46 dias apds o inicio do experimento, coincidindo com altos indices de
precipitacdo ocorridos alguns dias antes (Figura 13). O teor de EPSA encontrado € inferior ao
ideal de 60% necessarios para a produgdo de N,O através da nitrificacdo (LINN E DORAN,
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1984; ZAMAN E CHANG, 2004) e de 80% necessarios para o processo de desnitrificagdo
bacteriana (BOCKMAN e OLFS, 1998), reflexo da falta de chuvas na regido e também da boa
drenagem do solo. Sendo propicio, porém, para producdes de N,O através de fungos que
necessitam de pouca umidade para o desempenho da atividade de nitrificacdo e
desnitrificacdo (MCLAIN E MARTENS, 2005 e 2006).

1a) Concentracdes de NO3 , NH4" e Carbono soltvel do solo

Os dados de disponibilidade de NH;'e NOs no solo mostram que as maiores
concentragdes ocorreram no mesmo periodo de maiores emissdes de N,O (Figura 19), o que
decorre da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados coincidindo juntamente com o periodo de
maiores indices pluviométricos na regido.

A disponibilidade de NH;"e NOs™ no solo foi maior em torno de quatro dias apos a
fertilizagdo nitrogenada. Os teores de amonio alcancaram 0S maiores valores com 0s
tratamentos a base de nitrato de amdnio e ureia sem adicdo de estrobilurina, com uma
concentracdo de 42 e 34 mg N-NH,".kg solo™, respectivamente. Para os teores de nitrato
houve picos de 30 mg N-NOs".kg solo™, com o tratamento a base de nitrato de aménio e picos
de 10 mg N-NOs kg solo™ com o tratamento a base de ureia mais estrobilurina. Apds 0s
primeiros dias do inicio do experimento, ocorre uma queda drastica na disponibilidade de N
mineral do solo, ficando com os mesmos niveis do controle, devido a absorcdo de N pela
planta, e também as diversas transformagfes do nutriente no solo, aumentando assim as
perdas atraves das emissdes de NO.

Apos esse periodo os valores permaneceram constantes e sem diferenca do controle
que permaneceu todo o periodo de avaliacdo com valores médios de 13 mg N-NH," kg solo™
e de 4 N-NOs"kg solo™. Essas concentracdes de N mineral no solo, corroboram com dados
encontrados em solo sob cultivo de cana na Austradlia onde os teores variam em
aproximadamente 10 e 40 mg.kg solo™ de nitrato e amdnio respectivamente, dias apos
aplicacdo de fertilizantes (HOLST et al., 2012).

A aplicacdo do fungicida reduziu a concentracdo de aménio no solo com as duas
fontes nitrogenadas. No caso do nitrato, apenas no tratamento a base de nitrato de aménio
houve reducéo aparente na sua disponibilidade com a aplicacao do fungicida, ja no tratamento
com ureia, essas diferencas nao foram significativas.

A concentracdo de carbono solivel no solo, a partir de coletas feitas nas linhas de
plantio da cana, obteve ligeiros picos logo apoés a fertilizacdo nitrogenada, 0 que também pode
estar associado ao preparo do solo, com liberacdo de matéria organica, porém com pouca
variacdo e diferencas significativas ao longo do periodo avaliado. Esse fato pode ocorrer
devido o acumulo de carbono se estabelecer em camadas mais profundas do solo, como foi
encontrado por Panosso et. al. (2012), que apesar do estudo ser referente a analise de estoques
de C em solos com plantio de cana, pode-se observar a dindmica do elemento no solo, onde
houve resultados estatisticamente significativas apenas nas camadas de 10-20 cm.

O tratamento com nitrato de amdnio, teve a maior disponibilidade de C solivel no solo
com o teor de 239 mg C.kg solo™ diferindo-se do tratamento com nitrato + produto, com
méxima de 211 mg C.kg solo™. Os tratamentos a base de ureia ndo se diferiram em relacéo a
disponibilidade de carbono solvel no solo, com picos de 238 mg C.kg solo™. Apds esse
periodo os valores permaneceram constantes e sem diferenca do tratamento controle que
obteve uma média de 182 mg C.kg solo™ao longo de todo o periodo de anélise.
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Esses resultados de disponibilidade de nitrato, amdnio e carbono solivel no solo nédo
teve significancia estatistica (P<5%) em comparacao aos diferentes tratamentos. Apesar disso,
esses fatores podem explicar uma possivel diferenca nas emissdes de N,O entre o0s
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tratamentos com ou sem a aplicacdo de fungicida com principio ativo estrobilurina, pois a
disponibilidade de N e C no solo é essencial para 0 metabolismo dos microrganismos
responsaveis pelas transformacdes de N no solo e consequéntemente sintese e emissdo de
N.O.

1b) Fluxos de N,O do solo

Pode ser observado (Figura 20 A) que os picos dos fluxos de N,O coincidem com o
periodo chuvoso, dias ap6s aplicacdo do fungicida, fato que ocorre devido ao aumento da
atividade dos microorganismos desnitrificadores no solo, especialmente em condicGes
limitantes de O,. (LINN E DORAN, 1984; ZAMAN E CHANG, 2004).

A reducéo da intensidade desses fluxos de N,O (Figura 14A), com o passar do tempo,
podem estar associadas a reducdo das chuvas na area experimental, mas também ao fato de
ocorrer extracdo de N pela planta ao longo do seu crescimento, dessa forma, diminuindo o
potencial de perdas .

Através da Figura 20 B é possivel observar que o tratamento com ureia possui maior
emissdo acumulada de N,O e a presenca do produto a base de estrobilurina casou diminuigédo
nesse acimulo. Nao houve diferenca na comparacdo entre 0s tratamentos que receberam
nitrato de amonio e o controle.

Na agricultura, a sintese de N,O ocorre principalmente devido a desnitrificagdo
(DALAL et al., 2003; NEVISON, 2000), poréem a formacdo desse gas também pode ocorrer
através do processo de nitrificacdo (KOWALCHUCK E STEPHEN, 2001), o limitante é a
proporcao de oxigénio no solo, quando hé& pouca oxigenacdo, o processo de desnitrificagdo é
favorecido.

Apos 4 dias da aplicacdo do fungicida, dia 19 de marco em destaque na Figura 14, as
emissdes de N,O comecaram a se diferenciar entre os tratamentos, e perdurou por
aproximadamente 30 dias. ApoOs esse periodo as chuvas diminuiram e consequentemente as
emissdes também, se mantendo constantes até o final do experimento. Além dos efeitos dos
fungicidas serem de curta duracdo, por serem biodegradaveis ndo possuem acdo residual
prolongada, sendo essa acdo concentrada dias apds a sua aplicacao.

Os picos de disponibilidade de nitrato, amonio e carbono soltivel no solo coincidem
com o periodo de maxima precipitacdo na regido sendo, portanto, mais um fator positivo para
a influéncia nas maiores emissdes de NO.

Os fluxos de emissdes de N,O variaram de 6 a 89 ug.m2.h?, 24 a 795 ug.m%h* e 27 a
508 pg.m?2.h™para os tratamentos controle (sem adicdo de N), ureia e ureia mais o fungicida,
respectivamente. Trabalhos avaliando a influéncia da aplicacdo de fertilizantes nas emissdes
de N,O em canaviais também encontraram variacdes discrepantes nos fluxos, como foi o caso
de Signor (2010) que observou fluxos que véo de -10 a 2520 ug de N,O-N m? h, sendo essa
variacdo dependente do tipo de fertilizante e o método aplicado no solo, porcentagem de
umidade e o tipo de solo.

A Figura 20 A mostra que o tratamento com ureia produziu mais N,O do que a fonte
nitrica. O tratamento com nitrato de aménio induziu as emissdes de N,O a niveis baixos,
comparaveis aos do controle sem nitrogénio. Resultado incomum, uma vez que, a maior
disponibilidade NO3™ no solo deveria induzir a desnitrificacdo ap0s a irrigacdo e precipitacao
(WELL et. al.,, 2001; HEFTING et al., 2003). Aléem disso, mesmo que 0 processo de
nitrificacdo fosse preponderante, emissdes de N,O seriam esperadas uma vez que O
fertilizante usado continha aménio em sua composicdo (NIELSEN e REVSBECH, 1998).
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diferenciar em funcéo dos tratamentos. As barras de erro representam o erro padréo das médias.

Todos os resultados foram avaliados e concluidos através da Analise dos componentes
principais (ACP), seu objetivo é descrever os dados obtidos em um quadro que contenha 0s
individuos e as variaveis numeéricas, onde as p variaveis serdo mediadas com os n individuos.
Essa analise é considerada um método fatorial, por construir, por meio de fatores, as novas
varidveis sintéticas através da combinacdo linear das variaveis originais (BOUROCHE,
1982).

Essa analise € uma técnica matematica da Analise multivariada, que é utilizada para
investigar uma hipotese quando se possui um namero consideravel de dados. Com isso é
possivel verificar qual (ais) a variavel que mais influencia o resultado, originando as maiores
variagdes, sem alterar significativamente as informag6es. Dessa forma é possivel transformar
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um grupo de varidveis em outro grupo, os chamados componentes principais (CP) de
dimensGes equivalentes. Ocorrendo com o minimo de perdas possiveis de informacgdes ou
com perdas de variaveis originais que possuam pouca informagdo, para isso, as p variaveis
iniciais precisam ser dependentes e seus coeficientes de correlagdo ndo podem ser nulos
(VICINI, 2005).

Com os dados da ACP foi possivel observar a real relevancia entre as variaveis
(espaco poroso saturado por agua (EPSA), disponibilidade de nitrato (NOs) no solo,
disponibilidade de aménio (NH4") no solo, disponibilidade de carbono soltvel no solo, fluxos
de N2O do solo e temperatura do solo), com a influéncia dos tratamentos (controle (sem
nitrogénio), ureia, ureia com o fungicida, nitrato de amonio e nitrato de aménio com o
fungicida), aplicados nas primeiras semanas do experimento, momento em que os fluxos
foram mais expressivos. Para isso, os resultados foram divididos em trés grupos principais,
periodo de seca que corresponde ao inicio do experimento (15/03 a 18/03), periodo de chuva
(19/03 a 28/04) e periodo final (29/04 a 17/07), sendo consideradas as coletas de dados
realizadas até o més de julho.

A Tabela 3 apresenta a relagdo dos tratamentos dados pela combinacéo entre os niveis
dos dois fatores (fonte de N e época de avaliagdo) envolvidos neste estudo, os respectivos
valores dos dois primeiros componentes principais (CP; e CP,) e a ordenacédo decrescente dos
tratamentos com relacdo aos valores de cada um dos componentes. Nessa tabela, na coluna
tratamentos, a letra em maiudsculo significa a fonte de N (C= controle, U= uréia, UP= ureia
com o fungicida, NA= nitrato de amodnio e NAP= nitrato de amdnio com o fungicida), e a
palavra em minusculo significa a época de avaliacdo do experimento (seca= periodo de seca,
chuva= periodo de chuva e final= periodo final).

TABELA 3. Valores dos dois componentes principais (CP1 e CP;) para os “tratamentos” em
estudo, ordenacdo decrescente dos “tratamentos” para CP; e CP, e porcentagem da
informacao retida pelos componentes principais (% variancia e % variancia acumulada)

Tratamentos™ CP, Ordem CP, Ordem
Cseca 0,4825 5 -0,0461 5
Useca 1,2002 3 -0,2040 3
UPseca 1,3184 2 -0,4240 2
NAseca 1,6584 1 -0,7215 1
NAPseca 1,1645 4 -0,2446 4
Cchuva -0,2667 10 0,3440 10
Uchuva -0,1029 7 2,0017 7
UPchuva 0,1542 6 1,5602 6
NAchuva -0,2045 9 0,5003 9
NAPchuva -0,1633 8 0,6995 8
Cfinal -1,2143 15 -0,8581 15
Ufinal -0,9281 11 -0,7592 11
UPfinal -1,0787 14 -1,0237 14
NAfinal -1,0320 13 -0,0541 13
NAPfinal -0,9877 12 -0,7704 12

Variancia (%) 49,6 20,2

Variancia acumulada (%) 69,8

*Tratamentos dados pela combinag8o entre os niveis do fator fonte de N (C: controle, U:ureia, UP: ureia+ fungicida, NA:
nitrato de amonio, NAP: nitrato+ fungicida) e época de avaliacdo (seca, chuva, final).

Nesse estudo, os dois primeiros componentes principais foram responsaveis por 69,8%
da informacdo contida no conjunto das seis variaveis originais com respectivas contribuicdes
de 49,6% e 20,2% para CP; e CP,. Portanto, o0 CP; é o arranjo que melhor representa a
distribuicdo dos dados e o CP; é representado perpendicularmente ao primeiro (Figura 21).
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Os valores em destaque representam a correlagdo que houve significancia entre os
tratamentos e os respectivos Componentes Principais, sendo que para ser significativo o
tratamento precisa alcancar um valor minimo de + 0,7, onde o sinal desses valores vai indicar
se a variavel correlacionou positiva ou negativamente com o resultado final, apresentado na
Figura 21.

Nessa mesma figura nota-se que o CP; pode ser resumido pelo fator época de
avaliacdo, permitindo discriminar o periodo de Seca do periodo Final por estarem em lados
opostos do eixo 1, portanto os resultados obtidos no inicio do experimento sdo completamente
diferentes dos obtidos no final, o que ja era de se esperar. Os tratamentos NA, UP, U e NAP
no inicio do experimento (seca) relacionaram-se a maiores valores de NOs, NH, e C solGvel
que podem ser explicados pela aplicacdo desses tratamentos e uma possivel maior
mineralizacdo da matéria organica nesse periodo, além de valores elevados da temperatura do
solo (°C) que é um fator ambiental independente; o tratamento Controle nesse periodo
apresentou valores para todas estas variaveis individuais préximos a uma média geral de cada
variavel. Como os valores de EPSA ndo alcancaram altos indices, essa variavel teve pouca
correlacdo entre os tratamentos, ndo sendo possivel identificar uma possivel influéncia tanto
entre as diferentes fontes de N como entre os periodos seco, com chuva e o final.

Interpretando o CP, é possivel visualizar que os valores de N,O foram maiores nos
tratamentos com ureia e ureia + fungicida no periodo de chuva. Nas demais combinacGes
entre os niveis dos fatores fontes de N e época, os valores de N,O ficaram mais proximos a
média geral por variavel, com destaque para o tratamento com Nitrato de aménio e Nitrato de
amonio + o fungicida, resultados que corroboram com as analises realizadas na interpretacdo
da Figura 20 A.
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FIGURA 21. Andlise de componentes principais (ACP) das varidveis (N,O, NOs;, NH4, C solivel e EPSA) para os
tratamentos dados pela combinacéo entre os dois fatores correspondentes a fontes de N (U, UP, Na, NAP e C) e épocas de
avaliacdo (seca, chuva e final).

Com a Tabela 4 também é possivel identificar quais as variaveis analisadas mais se
correlacionam com os Componentes Principais 1 e 2, e pode ser observado que todas as
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varigveis estdo bem correlacionadas com o CP, exceto a varidvel N,O que possui uma melhor
correlagdo com o CP,.

TABELA 4. Coeficientes de correlagdo linear entre as variaveis e os dois primeiros
componentes principais (CP; e CPy).

Variaveis CP; CP;
N,O (ug N/m?/h) 0,29 0,89
NOj3 (mg/kg solo) 0,86 -0,17
NH,4 (mg/kg solo) 0,76 -0,20
C solavel (mg C kgt solo) 0,66 -0,25
EPSA (%) -0,77 0,20
Temperatura do solo (°C) 0,74 0,49

Em resumo, pode-se concluir que com base na ACP, as maiores emissdes de N,O
ocorreram pela influéncia dos tratamentos com ureia e uréia + produto no periodo em que
houve maiores precipitacbes e pelas maiores concentracfes de NOs, NH,; C soluvel e
temperatura do solo no inicio do experimento.

Estudos com adubacdo nitrogenada a base de ureia na cultura do capim-elefante
(Pennisetum purpureum S.), mostram que cerca de 80% das emissdes de N,O séo registradas
nos primeiros 50 dias apos sua aplicacdo (MORAIS et al., 2013). J& para a cultura da cana,
Signor et al. (2013) demonstra que a fonte de N a base de nitrato de amonio possui um fluxo
maior e mais constante, sendo observado em apenas um dia apos a sua aplicacéo, ja os efeitos
com ureia séo perceptivos alguns dias depois, sendo seu ponto maximo com uma aplicacéo de
114 kg ha®, dessa forma Signor e sua equipe concluiu que ndo apenas a quantidade de N
aplicado no solo influencia as emissdes de N,O, mas também a fonte de N utilizada.

No tratamento com aplicacdo de estrobilurina junto com a fertilizacdo nitrogenada a
base de ureia, a producao de N,O do solo foi reduzida em aproximadamente 30 %. Este efeito
ndo foi observado quando se aplicou nitrato de aménio.

Por esse ser o primeiro estudo sobre a influéncia de fungicidas a base de
estrobilurinanas perdas de N, principalmente através das emissdes de N,O do solo na cultura
da cana de acUcar, e tendo como fonte diferentes tipos de fertilizantes, e pelo fato do
tratamento a base nitrica ndo mostrar diferencas nas emissées de N,O, pode-se especular
sobre alguns aspectos.

O efeito de produtos a base de estrobilurina talvez seja mais pronunciado na hidrolise
da ureia, atuando possivelmente sobre a enzima urease, ou até mesmo sobre o0s
microorganismos nitrificantes e ndo sobre os desnitrificantes.

Se de fato o produto for mais eficiente sobre os microorganismos nitrificantes, é
possivel justificar as diferencas entre os tratamentos com ureia, que sofrera essa reducao nas
emissdes de N,O com a presenca do produto, uma vez que um dos processos de ciclagem de
nitrogénio no solo a partir da ureia € dependente do processo de nitrificacdo. Diferentemente
com o tratamento com nitrato de aménio, que tem metade do contetdo de N na forma nitrica.

Em contrapartida essa explicacdo ndo justificaria o menor fluxo de N,O dos
tratamentos com nitrato de aménio em comparagdo com a ureia. Uma hipotese para esse fato
seria a de que todo 0 NO3 consumido por esses microorganismos desnitrificantes pode ter sido
transformado rapidamente em N, ndo sendo perdido através de N,O, dessa forma se
explicaria 0 motivo do tratamento com nitrato de amdnio ter um fluxo de emissdo menor do
gue a ureia, porém como os fluxos de N, ndo foram medidos, ndo € possivel confirmar essa
teoria.

Alternativamente a essas hipdteses, um estudo realizado por Neto et al. (2015),
também mostrou que o tratamento com nitrato de aménio resultou em menores fluxos de N,O

41



do que o tratamento com uréia, aplicados em canaviais na regido Centro-Sul do Brasil. Os
autores chegaram a conclusdo de que, devido ao fato do processo de conversdo do nitrato de
amonio causar acidez no solo, isso dificulta a atividade da microbiota bacteriana e
consequentemente diminui o processo de nitrificacdo e desnitrificacdo, 0 que ndo ocorre com
a conversdo da ureia. Esse resultado, porém, pode ndo explicar o presente experimento por
ndo levarem em conta a atividade, por exemplo, de fungos no processo de transformacéo de
nitrogénio no solo.

Outra possibilidade para essa inibicdo nas emissdes de N,O na presencga do fungicida
estrobilurina com o tratamento a base de ureia, é justamente essas perdas serem ocorridas
através de atividade fungica, resultado que corrobora com diversos estudos que demonstram
evidéncias de que a atividades de fungos sdo relevantes para as perdas de N através de fluxos
de N,O em diferentes ecossistemas (LAUGHLIN e STEVENS, 2002; CHEN et al, 2014). A
predominancia entre a atividade de fungos e bactérias depende de condi¢des ambientais
favoraveis para ambos, o0 que ja se sabe € que os fungos sdo favorecidos em solos com pH
mais &cidos e em meio com menor umidade, ao contrario das bactérias que necessitam de pH
mais neutro ou alcalino e de meio anaer6bico para uma maior liberacdo de N,O (CHEN et al,
2015). Além de o NOj para fungos possuir uma funcdo mais de assimilacdo de N do que rota
alternativa para a respiracdo, e a principio a producdo de N,O em fungos ocorre através da
degradacéo de aminoéacidos.

Outros estudos precisam ser realizados para uma total compreensdo sobre a influéncia
desse produto nas emissdes de NO.

1c) Fator de emissao

O fator de emissao medio (Tabela 5) encontrado foi de 1,71% com uma variacao de +
0,24% para o tratamento com ureia, sendo ligeiramente maior do que o padrdo do IPCC,
estando de acordo com resultados encontrados por Signor, et. al., (2013), onde o fator de
emissao variou de 0,8 a 12,95% dependendo da dose de ureia utilizada no canavial. No caso
do nitrato de amonio foi encontrada uma estimativa de 0,01%, variando + 0,04%, valor menor
do que o encontrado por Neto, et. al. (2015) de 0,25% e bem abaixo do encontrado por
Signor, et. al., (2013) de 1,22 a 1,53%.
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Tabela 5. Emissdes de N,O acumuladas e estimativas do fator de emisséo (FE) a partir de
aplicacdo de diferentes fontes de fertilizantes nitrogenados na cultura da cana-de-aglcar no
estado de S&o Paulo.

Dose de N Emissédo N,0

Tratamento (g/m?) (mg N/m?) FE (%)
Controle 0 28,4 (b)* -
Ureia 6 (18)** 268,6 (2) 1,33+ 0,24
Ureia + fungicida 6 (18) 199,3 (a) 0,94 £0,19
Nitrato de aménio 6 (18) 27,0 (b) 0,01£0,04
Nitrato + fungicida 6 (18) 37,5 (b) 0,05+0,02
DMS (5%) 106,77

CV (%) 55,09

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
**Q numero fora dos parénteses representa a dose aplicada para a cana e o nimero dentro dos parénteses a dose de N
aplicada dentro da camara.

4.2.2- METABOLITOS SOLUVEIS

Foram realizadas aos 100 DAP as anélises de N-total, N-nitrato, N-amino e N-aménio
foliar de cana-de-agucar, Tabela 6. Essas analises indicaram o comportamento do nitrogénio
absorvido pela cultura submetida a diferentes tipos de tratamentos.

Tabela 6. Concentracdo em pmoles g™ de peso fresco de N-amino, N-nitrato e N-aménio e %
de N-total da folha de cana-de-aclcar (Saccharum officinarum), coletada 100 dias apos o
plantio (DAP) e submetida a diferentes tratamentos.

N-amino N-nitrato N-amdnio

Tratamento N-Total (%)
pumoles/g peso fresco

Controle 1,75 a 6,32 a 0,32 a 0,57 a
Ureia 2,01 a 520 a 0,71 a 0,66 a
Ureia + fungicida 2,01 a 4,96 a 0,65 a 0,65 a
Nitrato de aménio 1,99 a 541 a 0,97 a 0,55 a
Nitrato de aménio + fungicida 1,97 a 528 a 0,62 a 0,53 a
DMS (5%) 0,56 2,96 1,07 0,35
CV (%) 16,70 31,52 94 34,32

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos em todas as analises realizadas.
O conteudo de N total nas folhas chegou a 2%, condizendo com os resultados encontrados por
Gomes et. al. (2005), que avaliou a quantidade de N total em diferentes partes da planta de
cana-de-acucar. O momento de amostragem das folhas parecia razoavel para avaliar efeitos de
fertilizantes, pois segundo Reis Junior et. al. (2000), existem dois picos de acumulo de N total
nas folhas de cana-de-aclcar, um em maior valor aos 90 DAP e outro aos 360 DAP,
independente do uso de fertilizantes.

De um modo geral o teor de N-amino livre nas folhas de cana-de-agucar esteve em
torno de 5 umoles/g peso fresco, tendo pouca variagdo entre os tratamentos. Dados também
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confirmados por Gomes et. al (2005) que obteve valores semelhantes com folhas de cana
analisadas aos 90 DAP.

O acumulo de N na forma de nitrato nas folhas apresentou méaximo teor com 0,97
pmoles N/g peso fresco, com o tratamento adubado com nitrato de amdnio, e seu minimo teor
com 0,33 pmoles N/g peso fresco com o tratamento controle (sem adicdo de adubacéo
nitrogenada). O mesmo aconteceu com os niveis de N na forma de aménio, ndo havendo
grandes alteragBes nos teores entre os tratamentos, tendo um teor médio de 0,6 pmoles N/g
peso fresco. Para a planta de cana-de-agucar, nessa fase inicial de crescimento (60 a 120
DAP), todo o N absorvido é rapidamente transformado e assimilado como amdnio para a
sintese de proteinas (SILVEIRA & CROCOMO, 1990).

Os resultados ndo mostraram uma possivel diferenca fisiolégica no tratamento com a
presenca do produto a base de estrobilurina.

O momento de avaliagdo precisa ser mais bem estudado. N&o existem muitas
referéncias na literatura para orientar amostragens na cultura da cana-de-agtcar. Nao obstante,
essas avaliagdes de formas de N na planta podem servir de suporte para os indicadores
fisioldgicos, dessa forma é interessante repeticGes desse tipo de experimento para se ter uma
concluséo definitiva sobre o assunto.

4.2.3- ANALISE ENZIMATICA

A atividade da enzima nitrato redutase apresentou uma média de 0,27 pmol NO, g™ h
! além de ndo haver diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 22).
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Figura 22. Atividade da enzima nitrato redutase (umol g* h™™NO,) aos 100 DAP, na cultura de cana-de-agicar, submetidas a
diferentes tratamentos (Controle, 60kg Ureia, 60kg Ureia + fungicida, 60kg Nitrato de aménio e 60kg Nitrato de aménio +
fungicida). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As condi¢des climaticas na época em que as analises foram realizadas podem ter
influéncia nesse resultado, uma vez que, o clima ameno com temperaturas baixas podem
inibir a acdo da atividade da enzima, fato que corrobora com a linha de pesquisa de Campbell
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(1999), Konishi & Yanagisawa (2011) e Mazid et al. (2012), que defendem a alteracdo da
atividade da nitrato redutase devido a mudancas climéticas no ambiente.

Porém, as plantas de cana-de-aglUcar também podem apresentar baixa atividade da
nitrato redutase nas folhas, sendo mais concentrada nas raizes, como indicou Campbell
(1999). Outro fato importante foi que essa analise ocorreu aos 100 dias ap6s o plantio (DAP),
época em que provavelmente a quantidade de N no solo (aplicado no sulco) pode ndo mais
influenciar a atividade da enzima, mesmo com os diferentes tipos de tratamentos. Silveira e
Crocomo (1990) observaram altos niveis de atividade da enzima nitrato redutase em folhas de
cana-de-actcar aos 100 DAP, com picos de aproximadamente 4,5 pmol NO, g™ h™, aplicando
doses elevadas de adubos nitrogenados sob cobertura.

Experimentos realizados com estrobilurina na cultura da soja mostraram incremento
na atividade da enzima nitrato redutase, sendo concluido que ha uma mudanca na assimilacdo
tanto do carbono como no nitrogénio o que melhora sua produtividade. Porém, o fungicida foi
aplicado nas folhas e as avaliacdes foram feitas logo apds a sua aplicacdo (FAGAN et al.,
2010).

A estratégia utilizada nesse trabalho foi segundo a recomendacdo da empresa
fabricante do produto, que sugere a aplicacdo de duas doses de estrobilurina para a cultura da
cana-de-agucar, a primeira aplicagdo no sulco de plantio e a segunda no final do seu ciclo.

4.2.4- BIOMETRIA

Né&o foram observadas diferencas significativas entre as varidveis, altura (cm),
diametro de colmo (mm), largura foliar (mm), nimero de plantas por parcela e SPAD (%),
aos 200 DAP, em comparacdo aos tratamentos controle, ureia, ureia mais produto, nitrato de
amonio e nitrato de amdnio mais produto (Tabela 7).

A media da altura, didametro de colmo, largura foliar, nimero de plantas por parcela e
SPAD aos 200 DAP, foram de 66 cm, 33 mm, 28 mm, 397 plantas e 46%, respectivamente.
Mesmo a fertilizagcdo nitrogenada ndo trouxe efeito nesses indices. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados por Marques, et. al., (2012) que avaliaram o crescimento de trés
variedades de cana.

Tabela 7. Analise biométrica da cultura de cana-de-agucar RB-855156submetidaa diferentes
tipos de tratamentos aos 100, 110, 120 e 200 dias ap6s o plantio (DAP).

Altura (cm) Diametro do colmo Largura foliar (mm) *N° de perfilhos SPAD (%)
Tratamento (mm)

120 DAP 200 DAP 120 DAP 200 DAP 110 DAP 200 DAP 100 DAP 200 DAP 100 DAP 200 DAP

Controle 25,48 63 a 1582 3132 a 2309 29,18 a 31083 419,00 a 5033 4651 a
Uréia 2823 6566 a 1661 3267 a 2239 27,71 a 27450 38550 a 49,02 46,01 a
Uréia + fungicida 27,18 66,93 a 16,87 3429 a 22,71 29,41 a 26750 40766 a 50,17 46,32 a
Nitrato de amonio 27,95 67,20 a 16,62 33,05 a 2301 29,12 a 332,00 38850 a 48,15 4532 a
Nitrato de amonio + fungicida 2733 67,06 a 1659 3484 a 2287 2855 a 29050 387,83 a 48,15 4689 a
DMS (5%) 4,14 10,52 1,61 4,26 1,81 4,68 76,16 71,58 4,63 4,08

Ccv 8,80 9,24 5,65 7,43 4,6 9,41 14,94 10,42 5,46 5,12

As médias seguidas de mesma letra ndo diferenciam significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
* Em 3 linhas centrais de 8m.

A falta de resposta da cana-planta em relacdo a adubacdo nitrogenada é um estudo
bem explorado e discutido pela literatura, portanto, esses resultados estdo de acordo com a
maioria dos experimentos, como relatam Cantarella e Raij, (1985) em varios estudos
realizados em Sao Paulo. Um dos fatores que podem explicar esse comportamento da cultura
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é referente & mineralizacdo da matéria organica do solo proveniente da despalha da cultura,
que foi suficiente para atender a demanda da planta (ARAUJO et. al., 2001) ou ainda a
existéncia de algumas evidéncias de que a cana-de-acucar possa ter beneficios através da
interacdo com bactérias diazotréficas (Boddey et al., 2003).

As analises de acucar realizadas no final do ciclo da cultura, nos mostra que aos 390
DAP a cultura ainda estava em processo de maturagdo, com uma diferenca significativa a 5%
de probabilidade entre o brix do tratamento controle em torno de 8 e do tratamento nitrato de
ambnio mais o produto em torno del3 no apice da planta e com variacdo em torno de 16 e 18
na base, além de um indice de maturacédo entre 0,50 a 0,71 (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacdo de agucar presente na cultivar de cana-planta RB855156 e seu indice de
maturacao aos 390 DAP.

Brix indice de
Tratamento —— ~
Apice Base maturacao
Controle 11,08 ab 16,91 a 0,65 a
Ureia 853 b 16,91 a 0,50 a
Ureia + fungicida 10,05 ab 18,33 a 0,54 a
Nitrato de amonio 10,50 ab 18,86 a 0,57 a
Nitrato de amonio + fungicida 13,25 a 18,58 a 0,71 a
DMS (5%) 3,97 3,36 0,21
CV (%) 21,54 10,86 21,07

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna, para cada atributo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

DMS - Diferenca Minima Significativa. CV — Coeficiente de Variagdo

Os resultados da produtividade revelam que, para as condi¢cbes ambientais do local e
levando em consideracdo o tamanho da area experimental a estimativa da produtividade em
tonelada de colmo por hectar (TCH) variou entre 190 Mg ha™ para o tratamento controle (sem
adicdo de N) e de 238 Mg ha™ para o tratamento com ureia (60 kg ha™ aplicados no sulco),
apresentando estes diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, para
0s outros tratamentos ndo houve diferencas significativas (Tabela 9).

Tabela 9. Célculo da estimativa da produtividade de cana-planta em tonelada de colmo por
hectar (TCH) da cultivar RB855156, proposto por Acunha et al.(2014), para os diferentes
tipos de tratamentos.

N° TCH

Tratamento ,(Oglr::;ra (I?:lr::\]r)netro Pe:{filho Peso (kg) estimad_? :O/EO')A
m (Mg ha™)
Controle 216 a 297 a 17 a 1,77 a 190,61 -
Uréia 223 a 2,92 a 18 a 2,02 a 238,44 a 79,72
Uréia + produto 226 a 29 a 18 a 1,87 a 225,25 ab 57,73
Nitrato de amonio 223 a 3 a 20 a 1,80 a 230,39 ab 66,30
Nitrato de amonio + produto 222 a 31 a 19 a 1,72 a 221,46 ab 51,42
DMS (5%) 43,47 0,24 3,13 0,38 45,21 -
CcVv 8,68 3,59 7,66 9,33 9,06 -

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna, para cada atributo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
DMS - Diferenga Minima Significativa. CV — Coeficiente de Variacéo

*Eficiéncia Agrondmica (Fageria e Baligar, 2005)
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Essa produtividade foi semelhante & encontrada por Dias et al., (1999) que avaliou a
producéo de colmos a partir de diferentes tipos de variedades em diferentes regides do estado

de S&o Paulo, obtendo um valor maximo com variedades RB de aproximadamente 200 Mg.ha
1

4.3- EXPERIMENTO Il: ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

4.3.1- Emissdes de N,O

1a) Fluxo de N,O

As diferengas entre os tratamentos nos fluxos de N,O foram observadas a partir do
6°dia (Figura 23), sendo o tratamento com ureia 0 que mostrou maiores fluxos. Novamente, a
aplicagdo de ureia resultou em maiores fluxos de N,O, com tendéncia de ser superior a
aplicacdo de nitrato de amonio. A aplicagédo de estrobilurina aparentemente reduziu a emissao
de N,O tanto do tratamento a base de ureia como de nitrato, porém com as analises estatisticas
ndo foi possivel verificar diferengas significativas.

Os fluxos tiveram seus picos em torno de 200 pug N-N,O h™ aos 12 dias ap6s a
aplicacdo do fertilizante. Geralmente é nesse periodo que comegam a ocorrer as perdas por
NO dos fertilizantes aplicados. Lisboa et al. (2011) encontraram fluxos equivalentes a 500 ug
N-N,O h™* poucos dias ap6s o inicio do experimento.

Com esse experimento em casa de vegetacdo nao foi possivel verificar a influéncia de
fungicida a base de estrobilurina nas emissdes de N,O, diferentemente dos resultados de
campo, portanto novos testes precisam ser realizados.

500

—e— Controle

—O— Ureia

400 1 —w— Ureia+produto
—A— Nitrato de amonio
—&— Nitrato+produto

300 -

200 -

Fluxo de NoO (ug N m2 h'l)

100 A

26/Jan 04/Fev 11/Fev
Periodo de avaliagao

Figura 23. Emissdes diérias de N,O do solo, submetido aos tratamentos, Controle, Ureia, Ureia com fungicida, Nitrato de
amonio e Nitrato de am6nio com fungicida, no periodo entre 26 de janeiro a 11 de fevereiro de 2015, em casa de vegetagao.
As barras de erro representam o erro padrdo das médias.
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1b) Fator de emissdo

O fator de emissdo encontrado foi em média de 0,16% * 1,84 para o tratamento com
ureia e abaixo de 0,10% com os outros tratamentos (Tabela 10), bem abaixo do estipulado
pelo IPCC de 1%. Esses valores sdo diferentes do encontrado no experimento a campo, porém
sdo proximos aos encontrados por Neto et al., 2015 de 0,44% para nitrato de amdnio e de
0,52% para ureia.

Tabela 10. Emisstes de N,O acumuladas e estimativas do fator de emissdo (FE) a partir de
aplicacdo de diferentes fontes de fertilizantes nitrogenados na cultura da cana-de-agucar em
casa de vegetacao.

Dose de N Emisséao N,0

Tratamento (gvasol)  (mg N vaso?) FE (%0)
Controle 0 15,9 (a)* -

Ureia 0,67 38,1 (a) 0,16 +1,84
Ureia + fungicida 0,67 28,0 (a) 0,09 + 0,40
Nitrato de aménio 0,88 26,9 (a) 0,08 + 0,22
Nitrato +fungicida 0,88 24,2 (a) 0,06 +0,10

*DMS: 29,79. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3.2- METABOLITOS SOLUVEIS

A adicdo da estrobilurina ndo produziu efeito sobre as fracdes soliveis de N na planta
(N-total, N-amino livre e N-nitrato), uma vez que nao houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos analisados (Tabela 11). As concentracdes de amonio ficaram fora da faixa de
deteccdo.

Tabela 11. Concentracdo em pmoles g™ de peso fresco de N-amino, N-nitrato e % de N-total
da folha de cana-de-acucar (Saccharum spp.), coletada 36 dias ap0s transplante adubacdo das
mudas no sulco e submetida a diferentes tratamentos.

Tratamento N-Total (%) N-amino N-nitrato
pumoles/g peso fresco
Controle 1,3 a 5,82 a 0,08 a
Ureia 1,3 a 5,63 a 0,11 a
Ureia + fungicida 1,3 a 4,96 a 0,15 a
Nitrato de aménio 1,4 a 6,18 a 0,11 a
Nitrato de aménio + fungicida 1,3 a 4,92 a 0,09 a

4.3.3- ANALISE ENZIMATICA

Os resultados da atividade da enzima nitrato redutase apresentaram niveis baixos e
sem diferenca significativa entre os tratamentos com e sem aplicacdo do produto a base
estrobilurina (Figura 24).

Esses resultados estdo de acordo com o0s encontrados no campo, mesmo sendo
realizado em casa de vegetagdo com controle do ambiente. Porém, como as mudas sentiram o
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transplante tardio, esse fato pode ter afetado esse desempenho fisioldgico inicial ou realmente
0 produto ndo possui efeito na eficiéncia do uso do nitrogénio pela cultura da cana-de-agucar.
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Figura 24. Atividade da enzima nitrato redutase (umol g h™NO,) aos 36 dias apds transplantes e adubago das mudas da
cultura de cana-de-aglcar, submetidas a diferentes tratamentos (Controle, Ureia, Ureia + fungicida, Nitrato de aménio e
Nitrato de aménio + fungicida). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4.3.4- BIOMETRIA

Foram observadas diferencas aparentes no desenvolvimento da cultura, como é
demonstrado na Figura 25. As mudas tratadas com o fungicida se mostraram maiores e mais
vigorosas com adubacdo a base de nitrato de amonio, porém o tratamento a base de uréia nao
mostrou diferenca no desenvolvimento com a aplicacdo da estrobilurina. Apesar dessas
diferencas entre os tratamentos, estatisticamente ndo houve significancia entre a massa seca
total de cada tratamento, sendo os valores encontrados em torno de 26g para o controle e de
329 para o Nitrato de aménio com o produto.
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Testemunha

Nitrato de aménio

Ureia

Ureia + produto

Figura 25. Diferencas entre o desenvolvimento das mudas de cana-de-agucar, entre a testemunha (sem aplicacdo de N) e

mudas tratadas com ureia e nitrato de amdnio, com e sem aplicacdo de fungicida com o principio ativo estrobilurina.
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5- CONCLUSOES

1) Baseado nos experimentos preliminares, pode-se concluir que adigdes de fungicidas
em solos tropicais agricolas tém potencial para inibir significativamente as emissdes de N,O
do solo.

2) Nos experimentos a campo e da casa de vegetacéo:

- A aplicacéo de estrobilurina no plantio da cana-de-agUcar fertilizada com diferentes
fontes de N néo resultou em melhorias na eficiéncia do uso de nitrogénio.

- As emissdes de N,O originadas da fertilizacdo nitrogenada s&o reduzidas com a
aplicacdo de estrobilurina, o que esta relacionado a inibicdo da atividade de fungos.
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