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planta (BODDEY et al, 1996), para plantas de arroz sob o efeito do tratamento
de palha marcada com >N adicionada ao solo nas proporgdes de A - 0,3%; B -
0,6%;C-0,9%¢eD-1,2%
Figura 22. Curva de aciimulo de N total, ajustada aos dados medidos (WITTY, 1983), e

curva do N acumulado proveniente do solo, estimada pela simulagdo planta-
planta (BODDEY et al, 1996), para plantas de P. maximum sob o efeito do

tratamento de palha marcada com >N adicionada ao solo nas proporgdes de A -

0,3%; B -0,6%; C-0,9% €D = 1,2%.....occiiiiiiiiiii

Figura 23. Acamulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium inoculado para o tratamento de 0,3% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulaggo diaria de N total e *N por P.

maximum (A) e arroz (C). Também sdo mostrados a quantidade de N derivado

da FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) € arroz (D)..........ccccccee.

......................................................................................



Figura 24. Acimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium inoculado para o tratamento de 0,6% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagdo diaria de N total e "N por P,
maximum (A) e arroz (C). Também s3o mostrados a quantidade de N derivado da
FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D)

Figura 25. Acamulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium inoculado para o tratamento de 0,9% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagdo diaria de N total e N por P.
maximum (A) e arroz (C). Também sao mostrados a quantidade de N derivado
da FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D)

Figura 26. Acumulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium inoculado para o tratamento de 1,2% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagio diaria de N total ¢ >N por P.
maximum (A) e arroz (C). Também sao mostrados a quantidade de N derivado
da FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D)

Figura 27. Acumulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium néo-inoculado para o tratamento de 0,3% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagdo diaria de N total e N por P.

maximum (A) e arroz (C). Também sdo mostrados a quantidade de N derivado da

FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D).........ccocceuneneene.

........................



Figura 28. Acimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium nao-inoculado para o tratamento de 0,6% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagio diaria de N total e °N por P.

maximum (A) e arroz (C). Também s3o mostrados a quantidade de N derivado

da FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D)...................

Figura 29. Acamulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium nio-inoculado para o tratamento de 0,9% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagio diaria de N total e °N por P.

maximum (A) e arroz (C). Também sdo mostrados a quantidade de N derivado

da FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D)...................

Figura 30. Acamulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para

plantas de D. ovalifolium nao-inoculado para o tratamento de 1,2% de palha. A
estimativa foi baseada nos dados de acumulagio diaria de N total e °N por P.

maximum (A) e arroz (C). Também s3o mostrados a quantidade de N derivado da

FBN a cada dia com base nos dados de P. maximum (B) e arroz (D)..........cccecvenee.

Figura 31. Variagdo do peso seco de nodulos por planta de D. ovalifolium, inoculada ou

ndo, sob o efeito de diferentes tratamentos de palha. As barras indicam o erro

PAdrao da MEAIA.........ccoveveiereriiieiieiir et

Figura 32. Correlagdes entre a contribuigdo diaria da FBN e a abundancia relativa de

ureidos em D. ovalifolium, inoculado com Bradyrhizobium sp., obtidas para os

tratamentos de palha A-073%, B-0,6%, C-0,9% e D-1,2%. As barras

representam 0 €rro padrao da MEdia............oovivriirieiiiiiini



Figura 33. Correlagdes entre a contribuigdo diaria da FBN e a abundancia relativa de

ureidos em D. ovalifolium, ndo inoculado, obtidas para os tratamentos de palha A

- 0,3%; B -0,6%, C-0,9% eD -1,2%. As barras representam o erro padrio da

Figura 34. Correlagio entre a contribuigio diaria da FBN estimada pela técnica de

abundancia relativa de ureidos e pela técnica de diluigdo isotopica de °N em D.
ovalifolium, inoculado com Bradyrhizobium sp, obtida para todos os tratamentos

de palha e épocas de colheita. Os pontos representam valores médios de 4

repetigoes. As barras verticais representam a o erro padrio de cada ponto................

Figura 35. Correlagdo entre a contribui¢do diaria da FBN estimada pela técnica de

abundéncia relativa de ureidos e pela técnica de diluigéo isotopica de N em D.
ovalifolium n3o inoculado, obtida para todos os tratamentos de palha e épocas de

colheita. Os pontos representam valores médios de 4 repeticdes. As barras

verticais representam a o erro padrao de cada ponto.............cocceeeciiiiiiicinicneinnenne.

Figura 36. Correlagdo entre a contribuigdo diaria da FBN estimada pela técnica de

diluigio isotopica de N e valores de abundancia relativa de ureidos para D.
ovalifolium, inoculado com Bradyrhizobium sp, obtida para todos os tratamentos

de palha e épocas de colheita. Os pontos representam valores medios de 4

repeticdes. As barras verticais representam a o erro padrdo de cada ponto................

Figura 37. Correlagdo entre a contribui¢do didria da FBN estimada pela técnica de

diluigdo isotopica de N e valores de abundéncia relativa de ureidos para D.

ovalifolium ndo inoculado, obtida para todos os tratamentos de palha e épocas de



colheita. Os pontos representam valores médios de 4 repetigoes. Os pontos
representam valores médios de 4 repetigdes. As barras verticais representam a

o erro padrédo de cada ponto

.......................................................................................

Figura 38. Médias mensais de temperatura (A) e precipitagio (C), registradas na Estagio

de Zootecnia do Extremo Sul da Bahia (ESSUL/CEPLAC), e estimativas da
contribui¢do da FBN (%Ndfa) para D. ovalifolium (B), obtidas através da técnica
de andlise de ureidos em extratos de caule segundo a equagio: ARU =
0,887(%Ndfa) - 2,107, onde (ARU) significa a abundancia relativa de ureidos no

extrato de caule. Dados médios de 9 repeti¢des

...........................................................



RESUMO GERAL

A introdug@o de leguminosas forrageiras nas areas de pastagens extensivas vem sendo
difundida com o objetivo de contrabalangar as perdas de N do sistema, através das
contribui¢Ges da fixagdo biologica do N (FBN), e aumentar a oferta de proteina para o gado.

Desmodium ovalifolium ¢ uma leguminosa forrageira que ja vem sendo utilizada em
areas de pastagens consorciadas em regides da Bahia anteriormente vegetadas pela Mata
Atlantica, no sentido de manter estas areas produtivas e reduzir o desmatamento, que
atualmente é a forma utilizada pelos agricultores para manter a produgio de carne. A
informag@o sobre a contribuicdo da FBN para esta leguminosa € muito importante para
avaliar o seu papel na sustentabilidade do pasto.

Das técnicas disponiveis para quantificar a FBN em leguminosas forrageiras, a mais
empregada até o momento é a da diluigio isotopica de "N, porém, a sua utilizagéo para
obtengdo das estimativas de FBN em sistemas estabelecidos é uma tarefa complexa e sujeita
a muitas criticas.

Além da técnica isotOpica, a técnica baseada na abundéncia relativa de ureidos nos

tecidos das plantas tem grande potencial para estudos de quantificagdo da FBN a nivel de
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campo. Esta técnica baseia-se no fato de que para a maioria das leguminosas tropicais, os
principais produtos da fixagdo de N3 nos nodulos sdo alantoina e acido alantdico (ureidos), e
que o N mineral do solo é translocado na forma de nitrato. Quando se trabalha com extratos
de caule, utiliza-se a relagdo [N-ureidos/(N-ureidos+N-nitrato)] x 100, para definir a
abundancia relativa de ureidos, que foi proposta como um indice da dependéncia da planta
pela FBN. Para empregar esta técnica na quantificagdo da FBN, € necesséria a obtengio de
uma curva de calibragdo (especifica para a leguminosa em estudo) entre os dados de
abundancia relativa de ureidos e a propor¢do do N derivado da FBN, obtida por diluigio
isotopica de °N (esta curva é obtida em substrato inerte como areia ou areia e vermiculita,
por exemplo).

O objetivo deste estudo foi o de verificar a viabilidade de uso desta técnica para a
quantificagio da FBN in situ para Desmodium ovalifolium presente em pastagem
consorciada, antes porém, avaliar o protocolo de amostragem de planta e determinagGes
colorimétricas para esta espécie.

A avaliag@o preliminar do protocolo para as determinagGes colorimétricas de nitrato
em extrato de caule de D. ovalifolium, mostraram que a metodologia de fluxo continuo
baseada na redugdo de nitrato para nitrito pelo Cd pode ser utilizada adaptando-se uma
coluna de resina de troca de anions ao sistema de fluxo, que separa o nitrato do meio
orginico, reduzindo assim as interferéncias observadas no sistema tradicional. Para a
determinacfio de ureidos, baseada na reagdo Rimini-Schryver, observou-se a existéncia de

interferéncias do extrato porém o efeito ndo foi aditivo e permitiu uma sensibilidade até
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cerca de 10 nmoles de alantoina/mL de extrato. Na avaliagdo do horérk d vamostragem da
planta, concluiu-se como mais apropriado o horario entre 9:00 e 16:001;

Os dados de abundéncia relativa de ureidos correlacionaram—se significativamente (r =
0,91) com a contribuigio da FBN obtida por diluigdo isotdpica de IISN,> e esta relagdo
obedeceu um modelo linear, que definiu a curva de calibragdo para D. ovalifolium, cultivado
em areia. Num estudo posterior em um experimento estabelecido em vasos contendo solo,
observou-se que a curva de calibragdo produziu resultados superestimados em.relaq::?zo aos
obtidos pela diluigio isotépica de °N. Os tratamentos estudados neste experiniento com
solo, permitiram que novas curvas de calibragdo fossem obtidas para D. ovalifolium (para
plantas inoculadas e ndo inoculadas).

As estimativas da FBN fornecidas pelas curvas de calibragdo obtidas em areia e sc;lo
foram comparadas com as estimativas fornecidas pela diluigio isotopica de "N em um
experimento realizado com plantas de D. ovalifolium crescidas em parcelas marcadas com
N dentro de uma é4rea de pastagem. Novamente observou-se que a curva de calibragio
obtida em areia superestimou a contribui¢do da FBN. J4 curva de calibragéo obtida em solo
proporcionaram resultados muito semelhantes ao da técnica de diluigio isotopica de °N.

A aplicagdo da técnica de abundancia relativa de ureidos para quantificar a FBN para D.
ovalifolium estabelecido em um pasto consorciado, mostrou que tal como observado nos
experimentos de vasos, a contribuigdo da FBN oscilou em torno de 50% durante o ano,
tendendo a se reduzir nos meses mais frios e secos.

A técnica de abundincia relativa de ureidos mostrou-se uma ferramenta muito 1til para

determinar a dependéncia do D. ovalifolium pela FBN.



ABSTRACT

The introduction of forage legumes into pastures for beef cattle is recommended in
order to counterbalance the losses of N from the system, through inputs of biological
nitrogen fixation (BNF), and to increase the protein on offer to cattle.

Desmodium ovalifolium is a forage legume which is being utilised in mixed pastures
in the south of the state of Bahia in areas previously covered by the Atlantic forest. It is
hoped that preserving the productivity of these pasture by the introduction of this forage
legume will reduce the incentive of farmers to clear the forest. Information concerning the
contribution of BNF to this legume is most important to evaluate its contribution to the
sustainability of the pasture.

Of the techniques available to quantify BNF to forage legumes, the most utilised until
now has been the N isotope dilution technique, although, its use to quantify BNF in
established systems is rather complex and subjected to criticisms.

Apart from the "°N isotope technique, the technique based on the relative abundance
of ureides in the plant tissues shows potential for the quantification of BNF in the field. This
technique is based on the assumption that the majority of tropical legumes, the principal
products of N, fixation in the nodules are allantoin and allantoic acid (ureides), and that
most of soil N is translocated as nitrate. When the analyses are performed on tissue extracts,
the relationship [N-ureides/(N-ureides+N-nitrate)] x 100 should be used to define the
relative abundance of ureides, which was proposed as an index of the plant dependence for
BNF. To employ this technique to quantify de BNF contributions to a certain species, it is

necessary to establish a calibration curve between data of relative abundance of ureides and



proportion of N derived from BNF, using the '*N isotopic dilution technique (usually, this
calibration curve is obtained from plants grown in sand or vermiculite and sand).

The objective of this present study was to determine the viability of the use of this
technique to quantify BNF in situ with Desmodium ovalifolium in a mixed pasture, which
was to be perfomed after a examination of the protocols of plant sampling and colorimetric
methods of analysis.

A preliminary evaluation of the flow injection analysis (FIA) technique to determine
nitrate in stem extracts using the reduction of nitrate to nitrite with Cd, showed the
technique to suffer from interference by organic substances in the extracts. The problem was
resolved by adding a column of anion exchange resin to the flow system which separated
nitrate from organic solutes. The determination of ureides, based on the Rimini-Schryver
reaction, also showed interference by the substrate matrix, but the effect was found not to be
additive and permitted a sensitivity down to 10 n mole allantoin/ml extract. With relation to
the time of sampling of the plants for analysis of the nitrogenous solutes, while no great
diurnal variation in relative ureide abundance was recorded, it was concluded that sampling
was best made between 09.00 and 16.00h.

The relative abundance of ureides in stem extracts of Desmodium ovalifolium was
shown to correlate significantly (r=0.91) with the contribution of BNF as estimated by the
use of the °N isotope dilution technique with plants grown in sand and this relationship was
found to be linear. In a subsequent study performed in soil in pots it was found that the
calibration curve established for the plants grown in sand overestimated the contribution of

BNF as determined by isotope dilution. The treatments utilised in this study with soil-grown



plants resulted in new calibration curves could be obtained for D. ovalifolium (for inoculated
and non-inoculated plants).

The estimates of BNF supplied by the calibration curves obtained in sand and soil
were compared with the estimate derived from the use of the "°N isotope dilution technique
in an experiment performed with Desmodium ovalifolium grown in plots labelled with *N
within an area of pasture. Again it was shown that the calibration curve obtained in soil
showed very similar results to the isotope dilution estimates.

The use of the ureide abundance technique to determine the BNF dependency of
Desmodium ovalifolium, showed, as was observed in pot experiments, that the BNF
contribution oscillated in terms of 50 % of total accumulated N being somewhat lower in
cooler and dryer periods.

The ureide abundance technique was shwon to be a very useful tool to determine the

determine the BNF dependency of Desmodium ovalifolium.



INTRODUCAO GERAL

A degradagdo da maioria das areas de pastagem tropicais, formadas basicamente de
monocultura de gramineas, parece estar associada a uma significativa perda de N do sistema
através da exporta¢ao de produtos animais e através das perdas de N das excretas. Para contornar
a baixa produtividade das pastagens sugere-se a introdu¢io de uma leguminosa forrageira na
forma de consorcio como a solugao mais viavel (THOMAS, 1992).

Do ponto de vista econdmico, a introdug¢do de leguminosas forrageiras nas areas de
pastagens € muito difundida com o objetivo de aumentar a oferta de proteina para o gado.
Contudo, além de uma melhor dieta, a leguminosa pode assumir um papel ainda mais importante
que é o de compensar as perdas de N do sistema solo/planta através da fixag3o bioldgica de N
(BODDEY et al, 1994; CADISCH et al, 1994). O desempenho da leguminosa na sustentabilidade
da pastagem dependera de sua capacidade produtiva sob condigSes adversas de solo e clima e de
sua eficiéncia na FBN.

Quando se considera a consorciagdo graminea/leguminosa para pastagens, um dos grandes
problemas é a compatibilidade de ambas as espécies, no sentido de coexistirem de forma
equilibrada e continua. Em termos de gramineas, as espécies mais adaptadas as condi¢des de solos

e manejo em regides tropicais sio as do género Brachiaria e Andropogon (MACEDO, 1995).
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Poucas leguminosas se mostraram aptas a se consorciarem com estas gramineas, sendo os pares
Andropogon gayanus/Stylosanthes guyanensis, na regidgo dos Cerrados (MACEDO, 1995) e
Brachiaria humidicola/Desmodium ovalifolium na zona da Mata Atlantica (PEREIRA ef al,
1995) exemplos de relativo sucesso nesta pratica. Muita espectativa gira em torno do melhor
conhecimento deste 1iltimo conséreio, B. humidicola/D. ovalifolium, uma vez que cerca de 50%
das pastagens formadas no ecossistema da Mata Atlantica se apresentam degradadas ou em fase
de degradagao (PEREIRA et al, 1995).

Nio obstante a grande adaptabilidade do D. ovalifolium aos solos tropicais, tem sido
considerado que uma das limitagdes do seu uso como leguminosa recuperadora de pastos estaria
associada a sua baixa capacidade fixadora de N (CADISCH et al, 1989; VIERA-VARGAS,
1994).

Existem varios métodos propostos para se quantificar a contribuigdo da FBN para
leguminosas, porém a aplicagdo destes para avaliagdes in situ € inviavel ou excessivamente
laboriosa.

Os estudos para quantificagao da FBN tem sido baseados na técnica de diluigdo isotopica de
1N, considerada como a mais eficiente para a quantificagio da FBN "N (TA & FARIS, 1987a;
CADISCH et al., 1989; VIERA-VARGAS, 1994). Devido a complexidade desta técnica para o
seu uso no campo, a maioria dos resultados obtidos tem sido restritos a experimentos de casa de
vegetagdo e pequenas parcelas em condigdes controladas, que certamente ndo representam as
condigdes normais de desenvolvimento da cultura no campo.

Além da técnica isotopica, a técnica baseada na abundéncia relativa de ureidos tem grande
potencial para estudos a nivel de campo. Esta técnica foi proposta por MCCLURE & ISRAEL

(1979) e é baseada na observagio de que na maioria das leguminosas tropicais, os principais
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produtos da fixagdo de Nz nos nddulos s@o alantoina e acido alantdico (ureidos), que sio
transportados para a parte aérea da planta através do xilema, sendo o N proveniente do solo
transportado no xilema principalmente nas formas de nitrato ou amidas (asparagina ou glutamina).
Eles e outros autores (PATTERSON & LARUE, 1983; HERRIDGE & PEOPLES, 1990),
trabalhando principalmente com soja, mostraram que havia uma alta correlagio entre os teores de
N-ureido na seiva e o percentual de N derivado da FBN.

As razdes que fazem com que esta técnica seja raramente usada para quantificar a FBN esta
na dificuldade em se extrair seiva das plantas em condi¢do de campo, e na exigéncia de uma curva
de calibragdo que relacione os teores de ureidos com diferentes valores de FBN para a cultura a
ser avaliada.

O género Desmodium esta entre os relacionados por PEOPLES et al/ (1989) como os que
transportam o N fixado na forma de ureidos e, portanto, tem potencial para que a FBN possa ser
avaliada pela técnica de abundéncia relativa de ureidos.

Este trabalho teve como objetivo verificar a relagdo entre a qualidade e quantidade dos solutos
nitrogenados transportados na seiva de D. ovalifolium e a quantidade de N fixado determinada
através da técnica de diluigdo isotopica de "N. Com base nestes dados, obter uma curva de

calibrag@o para esta cultura.



REVISAO DE LITERATURA

1. O papel das leguminosas nos sistemas de pastagens

Varios géneros de gramineas de origem afficana, entre elas Cynodon, Panicum, Andropogon
e Brachiaria, foram introduzidas no territério brasileiro com o objetivo de se aumentar a
produtividade das pastagens. Devido a limitagdes, principalmente de ordem econdmica, a grande
maioria das areas de pastagem veio sendo estabelecida e explorada extensivamente com a minima
adicio de insumos. Como a grande maioria dos solos brasileiros sio predominantemente
caoliniticos e oxidicos, consequentemente de baixa CTC, somente as espécies menos exigentes
como as do género Brachiaria persistiram sob este regime de exploragdo pastoril. O género
Brachiaria representa uma das poucas gramineas que se adaptaram muito bem aos solos acidos e
pobres em nutrientes do Brasil, no entanto esta entre o grupo considerado de baixa qualidade
forrageira. Hoje a maior parte dos 150 milhGes de hectares de pastagens no Brasil sdo de
gramineas em monocultura, onde se destacam em termos de area plantada, os pastos de B.
humidicola e B. decumbens.

Tem sido observado que com o passar dos anos, a produtividade destas pastagens tendem a

diminuir, permitindo a invasio de plantas de baixa palatabilidade e digestibilidade, o que prejudica,
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severamente, a produg¢do animal. Um dos fatores que contribuem para a redugio no crescimento
da graminea € a baixa disponibilidade de N para as plantas devido a alta relagdo C:N da liteira
depositada no solo imobilizando grandes quantidades de N e as altas perdas de N das excregdes
dos animais (SANCHEZ & COCHRANE, 1980; GRAHAM et al.,1985; STEELE & VALLIS,
1988).

Em sistemas de baixa disponibilidade de proteina, como os baseados em pastos de
Brachiaria, o N € excretado 50% na forma de urina e 50% na forma de fezes, sendo que menos
do que 20% do N das fezes esta numa forma soluvel. Desta pequena fragio soluvel até 50%
podem ser perdidos do sistema (FERREIRA ef al, 1995a). As perdas através da urina sdo mais
importantes, uma vez que quase todo o N esta na forma de uréia e amonio (FERREIRA ez al,
1995b). Neste caso foi demonstrado que quando a urina foi depositada em uma area densamente
vegetada por Brachiaria, as perdas chegaram a 34% do total de N da urina. Neste mesmo estudo,
demonstrou-se que 76% do N depositado como urina foi perdido quando a deposigao se deu em
solo descoberto. Em um estudo semelhante, THOMAS e? a/ (1995) demonstrou a ocorréncia de
perdas de N via urina da ordem de 40%, quando esta foi adicionada em solo cultivado com
Brachiaria dyctioneura.

Com relagio ao sequestro de N pela liteira depositada, ROBBINS ef a/ (1989), encontrou
que a continua deposicéo de liteira de alta relagdo C/N da propria pastagem ao solo, imobilizou
grandes quantidades de N. Segundo estes autores, esta € uma das provaveis razdes para que 0s
pastos cultivados iniciem um processo de degradagdo. THOMAS & ASAKAWA (1993)
evidenciam que a natureza do C, tais como os teores de ligninas e polifenéis podem ser fatores tao

importantes na liberagéo de N para o sistema quanto a simples relagéo entre os teores totais de C e
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N. Estes autores sugeriram que, principalmente a relago lignina/N do litter podem representar os
verdadeiros indicadores da liberagdo de N do material em decomposigo.

Além das perdas de N via excregdes e da alteragdo na qualidade do N organico do solo,
deve-se considerar também como geradores de degradagdo a redugio dos niveis de P e a
compactagio do solo por mau manejo animal (MACEDO, 1995)

As areas de pastagens degradadas do Brasil ja atingem proporgdes significativas, e nas
regides mais umidas de solos mais pobres essa proporgao pode chegar a 50% da 4rea de pastagens
formadas, como € o caso das existentes na area anteriormente ocupada pela Mata Atlantica
(PEREIRA ef al, 1995). Com relagdo aos Cerrados, onde a criagdo extensiva ¢ dominante
(MACEDO, 1995), existem poucas informagdes quanto ao percentual de areas degradadas, no
entanto tem se observado um continuo declinio de produtividade em areas de pastos cultivados
que n3o conseguem sustentar pelo menos 1 unidade animal (UA)/ha (MACEDO, 1995).

A elevacdo da produtividade destas pastagens € facilmente conseguida atraves da adi¢@o de
N conforme mostram varios experimentos (NASCIMENTO Jr., 1986). No entanto frente ao
carater extensivo da pecuaria exercida no Brasil, exige-se outra solugdo uma vez que o emprego
de fertilizantes nitrogenados torna-se antiecondmico. A utilizagdo de leguminosas em sistemas de
pastagens consorciadas que a principio, constituem uma excelente fonte de proteina para o gado,
também podem contribuir para a introdu¢do de N na pastagem através da fixagdo biologica do
nitrogénio (FBN).

O plantio destas leguminosas pode ser feito de forma isolada, denominado banco de
proteinas (GARCIA, 1986) ou num cultivo em faixas em meio a pastagem de gramineas formando

as chamadas pastagens consorciadas.
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FRANCO et al (1972) estudaram fontes de N para o capim-pangola (Digitaria decumbens)

e encontraram que a produgdo de massa seca, em dois cortes, nos vasos com Siratro consorciado
com o capim pangola, foi mais do que o dobro da do capim-pangola sozinho, porém inferior ao
tratamento da graminea adubada com um equivalente a 120 kgN/ha. A producido de proteina,
considerando-se os dois cortes, no tratamento consorciado superou a do tratamento com N
mineral. Dados apresentados por ZIMMER & CORREA (1993) mostraram claramente o efeito
positivo da consorciagdo de leguminosas em pastagens. O ganho de peso vivo foi mais
significativo para o pasto consorciado quando a comparagio foi feita com pastos de grama pura
sem adicdo de N. No entanto pode-se dizer que a presenga da leguminosa em consorcio,
dependendo do manejo dado, pdde produzir resultados que se equipararam a pastos de graminea
pura adubados com até 100kgN/ha (ZIMMER & CORREA, 1993).

Em um estudo com "N realizado na regizo dos Cerrados, encontrou-se que Stylosanthes
guianensis cv Bandeirantes obteve aproximadamente 81% do total de N acumulado na planta
proveniente da FBN (CADISCH ef al, 1994). Este estudo, que avaliou o ciclo de N para a
pastagem de Andropogon gayanus/S. guianensis, mostrou um grande beneficio da presenga da
leguminosa em termos do fornecimento de N para o solo através da deposigdo de liteira de menor
relagio C/N. Em experimentos em que se trabalhou com fertilizante marcado com N, a aplicagio
deste tragador em pastos de graminea pura ou consorciada com leguminosa permitiu mostrar uma
recuperagio do N aplicado 3 vezes maior no pasto consorciado em comparaggo ao de graminea
pura (VALLIS er al, 1977). Este aumento na disponibilidade de N com a introdugéo da
leguminosa proporcionou uma redugdo na imobilizag3o de N, ou estimulou a mineralizagéo do N
anteriormente imobilizado, devido a adigio de residuos ricos em N ao solo. Dessa forma, a

introdugdo de leguminosas aos sistemas de pastagem podem resultar em um maior aporte de N ao
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sistema através da FBN e ainda aumentar a disponibilidade de N no solo através do estimulo da
mineraliza¢do da reserva de N orgénico.

A contribui¢do da leguminosa para os sistemas de pastagem esta no fato de haver uma maior
quantidade de N por unidade de matéria seca de planta quando comparada com a graminea. Se a
leguminosa nao fixar N e o solo atender a todas as suas necessidades nutricionais, os efeitos em
termos de ganhos de peso animal seriam os mesmos caso estas fixassem N, atmosférico. No
entanto, o sistema seria ainda mais extrativo e provavelmente haveria uma aceleragio no processo
de degradagdo por esgotamento de N do solo. Surge dai a necessidade de se incluirem
leguminosas com alto potencial para FBN, a fim de se manter um balango positivo entre ganhos e
perdas deste nutriente.

As leguminosas forrageiras parecem ser pouco competitivas por N do solo se comparadas as
gramineas tropicais como as do género Brachiaria, pois quando estabelecidas em consorcio, as
contribuigdes da fixagdo biologica de N (FBN) através da simbiose planta/Rhizobium mostram-se
incrementadas (CADISCH er al, 1994, THOMAS & ASAKAWA, 1993). Estimativas da
contribuicdo da FBN realizadas utilizando-se o isétopo °N (dilui¢io isotopica) indicaram que 80-
95% do N acumulado pelas leguminosas forrageiras é derivado da FBN quando ndo existe
excassez de outros nutrientes no solo (VALLIS et al, 1977, CADISCH et al, 1989). Quando por
exemplo a disponibilidade de P e K eram limitantes no solo uma avaliagdo do potencial fixador de
8 leguminosas tropicais proporcionou estimativas que variaram de 44 a 84% de N derivado da
FBN (CADISCH et al, 1989).

Um dos problemas relacionados a manutengao dos consorcios € a persisténcia da leguminosa
na pastagem. Desmodium ovalifolium é uma espécie de leguminosa estolonifera que se destacou

no sul da Bahia por se manter consorciada com Brachiaria humidicola, sem que a propor¢ao das



duas espécies no pasto se alterasse de forma significativa. Algumas caracteristicas importantes
relacionadas a persisténcia do D. ovalifolium nestas areas sdo a alta adaptabilidade a solos 4cidos,
a regides de alta pluviosidade e curtos periodos de seca (GILLER & WILSON, 1993). Os poucos
resultados existentes sobre quantificagdo da FBN para D. ovalifolium tem revelado que esta
espécie forrageira necessita de solos férteis para que o seu sistema simbidtico possa atender a
grande parte da sua necessidade de N (CADISCH et al, 1989).

Na maioria das vezes, os resultados de quantificago das contribuigdes da FBN para as
leguminosas forrageiras (GOODMAN P.J. & COLLISON M. (1986); DANSO (1988); CADISCH
et al, 1989; VIERA-VARGAS et al, 1994) como o D. ovalifolium, foram obtidos através do uso
da técnica de diluiggo isotopica de N (MCAULIFFE et al, 1958). No entanto como discutido por
BODDEY et al, (1995), a obten¢do de estimativas mais realisticas das contribui¢des da FBN a
partir da técnica de diluigio isotopica de "N requer o estabelecimento de experimentos com
técnicas especiais de marcagdo do solo e ainda com o uso de varias testemunhas para estimar o
enriquecimento de "N do N mineral disponivel do solo. Tais prerrogativas tornam praticamente
inviavel a quantificagdo segura da FBN in situ, especialmente quando a contribui¢ao da FBN €
baixa.

Alternativamente, as técnicas baseadas na abundincia natural de BN (6"N) (CHALK,
1985), apesar dos problemas relacionados a aptiddo de testemunhas (PATE ef al, 1994) e
sensibilidade do método (UNKOVICH ef al, 1994), e de abundincia relativa de ureidos
(McCLURE & ISRAEL, 1979) mostram-se muito promissoras para a quantificagdo da
contribuicio da FBN para muitas espécies de leguminosas que ja se encontram estabelecidas em

sistemas agricolas ou naturais.
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2. Métodos para a quantificacio da FBN em leguminosas forrageiras
A dependéncia das leguminosas pelo N atmosférico pode ser quantificada por métodos

diretos e indiretos e dentro destes, de forma integrada ou instantanea.

2.1. A técnica de redug@o de acetileno

A descoberta-de que a nitrogenase € capaz de reduzir acetileno (C,H,) a etileno (CoH.,)
resultou no desenvolvimento de um método altamente sensivel e de grande utilidade para
avaliagdes a nivel de laboratorio e para algumas medidas a nivel de campo (BURRIS, 1975). Este
método foi utilizado amplamente na década de 70 para estimar a atividade da nitrogenase, que
algumas vezes foi extrapolada para quantificar o N fixado. Um fator teodrico de conversdo de 3
moles de C,H, produzidos para 1 mol de N, reduzido foi sugerido inicialmente (HARDY er al,
1968). Durante a FBN, alguns eletrons s@o consumidos para produg@o de H», processo este que
ndo ocorre na presen¢a de C;H,. Dessa forma, considerou-se que uma propor¢@o de 4 moles de
C,H, produzidos para 1 mol de N, reduzido seria razoavel para uma conversao quantitativa
(BODDEY, 1987). Existem muitas criticas quanto ao uso desta técnica para quantificagdo da FBN
(WITTY & MINCHIN, 1988). A exposi¢do do sistema fixador de leguminosas ao acetileno
implica em uma reduc¢do da permeabilidade dos noédulos ao O, o que resulta em uma redugéo da
atividade da nitrogenase. Outro ponto é que como o acetileno inibe o processo de redugio de H,
a FBN pode ser superestimada a ndo ser que a estirpe nodulante apresente uma hidrogenase
eficiente a quase 100% (NEVES & HUNGRIA, 1987). A perturbagio do sistema fixador no
processo de incubagio das raizes afetam a barreira de O, e inibem a FBN, cuja resposta €

dependente da espécie de leguminosa (MINCHIN ez al, 1986), o que também contribui para
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criticas mesmo em condigdes comparativas. Atualmente, a reducio de acetileno é mais utilizada a

nivel de laboratorio como ferramenta indicadora de existéncia de sistema fixador de N, ativo.

2.2. Diferenga de N total

Nesta técnica, uma planta ndo fixadora deve ser plantada a0 mesmo tempo que a leguminosa
em avaliagdo. A planta ndo fixadora serve para determinar a quantidade de N disponivel no solo
que foi extraida pela leguminosa e a diferenga entre os totais de N da leguminosa e da planta nio
fixadora representa a contribui¢do da FBN (BODDEY, 1987). O pré requisito desta técnica ¢ a de
que a quantidade de N do solo extraida pela planta testemunha seja igual a da leguminosa. A
diferenga de aproveitamento de N do solo entre as gramineas e leguminosas impede o emprego

desta técnica para sistemas estabelecidos de pastagens consorciadas.

2.3. Balango de N-total

Esta técnica também € bastante simples e implica em se determinar as quantidades totais de
N existentes no sistema solo/planta ao inicio e ao final do periodo de avaliagdo de uma dada
cultura. Ijm dos pontos mais limitantes para o emprego desta técnica a nivel de campo € a
variabilidade observada no processo de analise e amostragem de N do solo (BREMNER, 1965). A
imprecisdo nas determinagdes dos totais de N, principalmente do solo, faz com que exista a
necessidade de se acumular varios cultivos consecutivos de espécies anuais para que o balango
apresente valores significativos (APP et al, 1980). Nio obstante, URQUIAGA et al (1992)
empregaram a técnica de balango de N para quantificar a contribuicdo da FBN para cana-de-

agticar e encontraram valores muito semelhantes aos obtidos pela técnica de diluigao isotopica de

PN.
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A limitagdo dos estudos de balango de N est4 na dificuldade em separar perdas e ganhos de

N do sistema solo planta. Em pastagens sob pastejo, se observam significativas perdas de N,
provavelmente por volatilizagdo de aménia, originadas das zonas de deposicdo de fezes e urina.
Também ocorrem contribui¢des de N depositados com as chuvas. A interpretagdo destes efeitos
com o estabelecimento de uma parcela controle (sem a leguminosa) seria de pouca ajuda pois a
deposi¢do de N como urina e fezes seria alterada em fungdo da qualidade do material em oferta no

pasto.

2.4. Balango de N mineral

Esta metodologia ¢ bastante recente e s6 foi empregada uma vez por seus autores (ALVES
et al, 1995). A idéia surgiu de estudos sobre mineralizagdo de N do solo que utilizavam sistemas
intactos in situ. ADAMS & ATTIWILL (1986) utilizaram uma metodologia de avaliagdo da
mineralizagdo in situ na qual um cilindro de ago ou PVC ¢ inserido no solo e deixado para incubar
durante 30 dias. Ao final deste tempo estima-se 0 N mineralizado subtraindo-se a quantidade
inicial de N mineral, da quantidade de N mineral acumulada ao final da incubag@o contida dentro
da coluna de solo. O N extraido pela planta é calculado pela diferenga do N mineralizado € a
quantidade de N fora da coluna no final da incubagio. RAISON et al (1987) incluiram uma
segunda coluna que é incubada sem cobertura ao mesmo tempo que a coberta. Dessa forma,
subtraindo-se o N-mineralizado da coluna coberta pelo da coluna aberta, tem-se o N perdido no
periodo de incubagao.

SMETHURST & NAMBIAR (1989), demonstraram que a estimativa de extragdo de N pela
planta através da metodologia de colunas correlacionava-se razoavelmente com o N extraido por

plantas de Pinus radiata com 1 ano e meio de idade (* = 0,57, P < 0,01). Melhores resultados
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foram obtidos para Panicum maximum onde observou-se uma diferenga de apenas 10% entre o
acamulo de N total pela planta e estimado pela técnica de colunas (ALVES, 1992). As
variabilidades nas estimativas foram atribuidas ao tempo de incubagio das colunas no solo,
perturbagdo do solo durante a insergdo das colunas (60 cm prof.) e profundidade efetiva de raizes
(ALVES, 1992; ALVES ez al, 1993). Considerando-se que a estimativa de actimulo de N do solo
pela planta obtida pelo método de colunas estd proxima da exatiddo, a diferenca entre esta
estimativa e o total de N acumulado pela planta, no periodo, representa a contribui¢io do N da
FBN (ALVES et al, 1995). Neste trabalho obteve-se uma estimativa de N derivado do solo para
uma testemunha ndo fixadora de N (Panicum maximum cv KK16, MIRANDA et al, 1990) através
do método de colunas que foi muito semelhante ao acumulado na planta. J4 em relagdo a
Desmodium ovalifolium, espécie fixadora em estudo, a estimativa do N acumulado pelo método
de colunas foi um pouco menos da metade do encontrado na planta, sugerindo uma fixagdo de N
da ordem de 40%, muito proxima ao obtido pelo método de diluigio isotopica de 'N. Nio
obstante, mais estudos devem ser executados com esta metodologia antes que se possa generalizar

a sua utilizag3o.

2.5. N, marcado isotopicamente

A tnica forma direta e inequivoca de se medir as contribui¢gdes da FBN € através do
emprego do N, ou do ®N,. O 5N ¢ um isétopo radioativo de N e possui uma meia-vida muito
curta de 10,05 min. O rapido decaimento do >N faz com que o seu uso seja raro e bastante
limitado para estudos de quantificagdo, entretanto, alguns autores mostraram a sua aplicaggo em
estudos de curta duragdo para identificar os primeiros produtos derivados do processo de FBN

(MEEKS et al, 1978). O trabalho com o >N é mais facil por ser este um isétopo estavel.
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Contudo, uma das limitagdes para o uso do N, também se aplica a0 >N, Para o trabalho com N,
marcado, € necessaria a montagem de uma cimara de crescimento com atmosfera controlada e
hermética para evitar contamina¢des do N, externo. Na pratica isso impede a aplicagio do método
por periodos prolongados e as condigdes impostas tornam o sistema muito artificial A
incorporagio pela planta do "*N; pode ser considerada como prova definitiva dos beneficios da
FBN. Esta técnica tem sido empregada para confirmar a existéncia de FBN em associagdes entre
bactérias diazotroficas e gramineas (RUSCHEL et al, 1978; DE-POLLI et al, 1977, YOSHIDA &

YONEYAMA, 1980).

2.6. Diluigo isotopica de °N

Das técnicas disponiveis para quantificar a FBN em leguminosas forrageiras, a mais
empregada até o momento é a da dilui¢io isotdpica de N (VALLIS et al, 1967, HENZELL et
al., 1968; GOODMAN & COLLISON, 1986; TA & FARIS, 1987a; 1987b; CADISCH et al.,
1989). O maior problema associado com a utilizago desta técnica no campo & aplicar o °N ao
solo sem alterar a disponibilidade do N no solo, de tal forma que o enriquecimento de N no N
do solo seja uniforme com a area, a profundidade e seja estavel com o tempo. No caso em que
uma destas condi¢fes ndo sejam atingidas, € provavel que os resultados da quantificagdo da FBN
nio sejam satisfatorios (WITTY, 1983; RENNIE, 1986; VOSE & VICTORIA, 1986; BODDEY,
1987; DANSO, 1988; BODDEY et al., 1990). Para avaliar o enriquecimento de N no N mineral
do solo, uma planta nio fixadora de N, ¢ utilizada como testemunha. Num solo com
enriquecimento de "’N uniforme em extensdo e profundidade, e estavel com o tempo, qualquer

planta retirara N do solo com o mesmo enriquecimento de ®N. Na realidade, porém, é muito
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dificil ter satisfeitas as trés condigdes, sendo portanto de grande importéncia a selegfio de uma
planta controle adequada.

A marca¢do do solo em termos de 4rea ndo apresenta grandes dificuldades. O maior
problema ¢ a marcagéio uniforme em “’N até a profundidade onde as raizes extraem o N para sua
nutri¢do, o que diminuiria muito a influéncia das diferencas do padrio de distribuigdo das raizes
tanto entre as variedades testadas quanto entre estas e a planta controle. Ainda mais complicado é
a dificuldade de se ter uma marcag@o com "N no N disponivel do solo estavel com o tempo. Se a
amplitude e a frequéncia de variagdo do enriquecimento de N no solo sio grandes, a Unica
alternativa para se ter exito na quantificacio da FBN é o uso de uma planta controle que apresente
um padrdo de absor¢do de N do solo com o tempo muito semelhante ao da planta teste
(BODDEY, 1987). Deve-se destacar que ¢ muito dificil determinar-se a curva de absor¢io de N
do solo de uma planta fixadora de N, contudo quanto mais lentas as mudangas do enriquecimento
de "N no N disponivel do solo com o tempo, menos critica é a selecdo da planta controle.

Uma planta controle ideal seria aquela em que a unica diferenga da planta teste fosse apenas
a incapacidade de obter contribuigdes da FBN. Muitos autores (PEOPLES er al, 1989) tém
recomendado o uso, como planta controle, de um genotipo nao nodulante das leguminosas teste
em estudo. Gendtipos nZo nodulantes ou nodulantes ineficazes de muitas leguminosas sdo agora
disponiveis, mas devido as muitas variagdes no habito de crescimento e enraizamento dentro de
uma mesma espécie, estas podem nao ser apropriadas para todas as situagdes.

Para minimizar os problemas quanto a escolha da planta controle, uma estratégia € a de
minimizar as variagdes na marcagio de “N no N disponivel com o tempo. Pela facilidade, o
método mais usual de enriquecimento do solo com BN ¢ através da aplicagio de solugdo de

fertilizante marcado com °N (ex. uréia, sulfato de aménio, nitrato de potassio etc) na superficie
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do solo. BODDEY & VICTORIA (1986) encontraram que nos solos que receberam pequenas

mas frequentes aplicagdes de '"N-sulfato de amémio, os enriquecimentos médios no N
mineralizavel em 4 camadas sucessivas de aproximadamente 10 cm foram: 0,140; 0,069; 0,048 e
0,030 atomos % de "N em excesso, respectivamente. Eles também obtiveram dados que
indicaram que, devido a isto, plantas com diferentes distribuicdes verticais de raizes absorveram N
do solo com diferentes enriquecimentos de *N. O problema mais importante associado com o uso
de fertilizantes soluveis marcados com °N se deve ao fato de que imediatamente apds a aplicagdo
destes, ocorre uma rapida queda no enriquecimento de N no N mineral do solo, devido a
continua mineralizagio do N ndo-marcado da matéria organica do solo que continuamente vai
diluindo o ®N do N mineral do solo, ou devido a perdas por lixiviagdo e/ou volatilizagdo do N
mineral do solo (FRIED ez al, 1983; WITTY, 1983).

Para diminuir as mudangas temporais de enriquecimento de N no N mineral do solo, tem-
se proposto a adi¢do de pequenas quantidades de N marcado solivel em intervalos regulares (ex.
semanalmente). Esta técnica tem sido empregada por muitos autores (VALLIS er al, 1967,
BODDEY et al, 1983), contudo, RENNIE (1985) tem destacado que esta técnica esta sujeita a
erros, se colheitas sequenciais de plantas s@o feitas e se a disponibilidade de N do solo € alta.
Neste caso, as plantas controle e teste podem remover diferentes quantidades de N do solo,
deixando quantidades diferentes de N mineral residual no solo para as subsequentes colheitas.
Além disso a adi¢do de N marcado ao solo resultard em enriquecimento diferente do N mineral
para as duas culturas, no comego do periodo de crescimento seguinte.

Uma outra estratégia para diminuir as mudangas temporais ¢ a queda do enriquecimento de
>N do solo ¢é a utilizagdo de uma fonte de liberagdo lenta de ®N. Nas diferentes formulagdes de

liberacgo lenta de N, incluem-se a adigdo de matéria orgénica marcada com N (BODDEY, 1987)
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e a mistura de substratos carbonatados, como a sacarose e celulose, com fertilizantes nitrogenados
soliveis, que promoverio uma imobilizagio e posteriormente uma liberagio lenta do N
adicionado (GILLER & WITTY, 1987).

Recentemente uma técnica foi descrita onde o controle ndo fixador de N; foi dispensado e a
extragdo do N do solo pela planta fixadora foi estimado usando-se os dados de varias amostragens
de planta e do N mineral do solo (HAMILTON et al, 1992; SMITH e al, 1992). Com base no
enriquecimento de N presente na planta e no extrato de N mineral do solo, quantificou-se o total
de N extraido do solo pela leguminosa. Por diferenga obteve-se a contribuigio da FBN. Estes
autores consideraram que a técnica foi um sucesso devido a concordéncia dos resultados obtidos a
partir do emprego de varias testemunhas. Neste mesmo raciocinio BODDEY er al (1996)
empregaram esta técnica e testaram os resultados da estimativa do N proveniente do solo em
plantas testemunhas, encontrando que a unica limitagdo da amostragem de N mineral esta
relacionada com a profundidade amostrada e que melhores resultados poderiam ser obtidos
aplicando-se a mesma técnica, porém ao invés de se utilizar amostragens do N mineral do solo
deveria empregar-se plantas ndo fixadoras que amostrassem profundidades semelhantes a da

planta fixadora.

2.7. A abundéncia natural de N (§"°N)

A técnica de abundéncia natural de °N baseia-se no fato de que, geralmente, o N do solo €
Jevemente enriquecido em N em comparagdo ao N do ar (SHEARER et al., 1978).

O N da atmosfera apresenta a seguinte composigdo isotopica: 99,6337 % de atomos de N
e 0,3663% de atomos de "N (JUNK & SVEC, 1958). Devido a discriminagzo isotopica que

ocorre durante as transformagdes que O nitrogénio sofre no sistema solo-planta, como
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mineralizagdo/imobilizagdo e desnitrificago/nitrificagdo, é possivel se observarem pequenas
variagdes na composigdo isotopica (‘N e *N) no solo e nas plantas (MARIOTTI et al., 1982).
Normalmente esta discrimina¢do resulta num ligeiro enriquecimento do solo e das plantas em
relagdo ao ar atmosférico (SHEARER ef al., 1978; MARIOTTI, 1982). Essa diferenca serve
como um tragador natural para estudos de quantificagdo da FBN (DELWICHE & STEYN, 1970;
RENNIE et al., 1976), e a interpretagdo bésica dos resultados sera a mesma da técnica de diluigo
isotopica de '°N: A planta nio fixadora apresentara um enriquecimento de "N muito semelhante
ao solo e maior do que o da planta fixadora.

O método da abundéncia natural de "N para a quantificagio da FBN sofre os mesmos
problemas dos outros métodos isotopicos, tal como a técnica da diluiggo isotopica. A premissa
basica é que as plantas fixadoras e ndo-fixadoras absorvem N do solo com a mesma marcagao
(SHEARER & KOHL, 1986; BODDEY, 1987). No caso do método da abundéncia natural, existe
uma dificuldade adicional: o fracionamento isotépico que ocorre durante a assimilagao de N pelas
plantas. Esta dificuldade ¢ solucionada crescendo a planta fixadora hidroponicamente em solugao
livre de N, pois assim o seu enriquecimento em N representard o enriquecimento do N
atmosférico e o fracionamento isotdpico associado com a fixagdo bioldgica de nitrogénio
(SHEARER & KOHL, 1986). Entretanto, os valores de fracionamento encontrados em plantas
crescendo em solugdes hidropénicas variam conforme a estirpe e condigdes de crescimento, 0 que
pode levar a erros de estimativas da FBN quando no conhecemos as estirpes de diazotroficos em
sistemas naturais.

Devido as diferencas que podem existir na exploragdo do volume do solo e/ou marchas de

absor¢io de N das plantas, € aconselhavel o uso de varias plantas referéncia (SHEARER &
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KOHL, 1986; PATE et al, 1994), tal como ¢ recomendado quando se usa a técnica de diluigio

isotépica de "N (BODDEY et al., 1995),

3. A nutri¢éo nitrogenada das leguminosas

Os compostos nitrogenados conduzidos pela seiva xilematica, foram originados ou do
processo de FBN ou do N absorvido da solugdo do solo. Nitrato e aménio sio as formas
nitrogenadas mais importantes que sio absorvidas da solugio do solo. Embora aménio seja um
intermediario no processo de assimilagdo de N, como sera visto mais adiante, este pode ser toxico
para as plantas normalmente quando esta é a tunica fonte disponivel de N (GOYAL &
HUFFAKER, 1984). Neste caso a absor¢do desta espécie nitrogenada pode exceder a taxa de
assimilagdo e assim se acumular no interior da célula, uma vez que o processo assimilatorio ocorre
dentro dos plastideos. O efeito toxico € dificil de ser explicado uma vez que se confunde com a
alteragdo de pH do meio pelo excesso de aménio (HARPER, 1994). Segundo HARPER (19%4),
mais espécies monocotiledéneas do que dicotiledoneas sao tolerantes a0 amdnio.

As enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase, mais conhecidos como sistema
GS/GOGAT, é reconhecido como a principal rota de assimilagdo de amdnio em plantas
superiores. Por outro lado a enzima glutamato desidrogenase (GDH) tem sido encontrada em altas
quantidades em tecidos senescentes e de raizes. Aparentemente, esta enzima parece operar na
reassimilacio de amonio e também complementando a assimilagdo primaria de aménio (HARPER,
1994).

A maioria das plantas toleram altos niveis de nitrato sem que haja qualquer desordem de

origem fisiologica. A toxidez de nitrato est4 mais associada a deficiéncia de micronutrientes como
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o Fe que se retém na forma de quelados formados pelo excesso de acidos orgénicos que sdo
liberados para balancear o pH celular devido a absorgdo de nitrato (WALLACE, 1971).

Tradicionalmente o nitrato tem sido considerado como a fonte de N preferencial absorvida
pelas plantas (BLOOM, 1994). A assimilagdo de nitrato requer dois passos enzimaticos para que o
nitrato seja levado a aménio que ¢ assimilado como demonstrado acima. O primeiro envolve a
enzima nitrato redutase que requer nitrato e luz para ser induzida e reduzir nitrato a nitrito,
requerendo normalmente NADH como doador de elétrons (OAKS et al, 1988). O seguinte passo
€ controlado pela enzima nitrito redutase que requer ferredoxina reduzida como doador de
elétrons. Foi demonstrado que a nitrato redutase esta localizada no citoplasma de células do
mesofilo das folhas e que a nitrito redutase se encontra no estroma do cloroplasto onde existe
suficiente potencial redutor para atividade desta enzima e assimilagdo de CO, (HARPER, 1994).
Em condigGes suficientes de luz e CO, , a assimilagio de nitrato nas folhas ndo interfere de forma
significativa no desenvolvimento da planta (BLOOM et al, 1989). No entanto, a assimilagdo de
nitrato nas raizes chega a consumir 25% do total de energia produzida pelo processo respiratorio
(BLOOM et al, 1992).

Nas condigdes tropicais, foi observado que grande parte das leguminosas fixadoras de N, de
origem tropical apresentam maior atividade de assimilagdo de nitrato nas folhas (PEOPLES et al,
1989), o que poderia estar relacionado com uma maior economia de energia em condigdes onde o
suprimento de N deve ser complementado através da FBN.

Através da atividade da enzima nitrogenase localizada nos bacteréides do nodulo, o N2
atmosférico é reduzido a NH;. O complexo enzimatico GS/GOGAT ¢ responsavel pela
assimilagio do N formado, em esqueletos de carbono, especificamente glutamina (NEVES &

HUNGRIA, 1987). Dai em diante algumas espécies transportam esse N na forma de amidas
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(glutamina ou asparagina) ou na forma de ureidos (alantoina e acido alantdico) e citrulina
(SPRENT & SPRENT, 1990).

Os ureidos s@o compostos que apresentam relagdo C/N igual a 1, o que representa uma
maior economia de carbono para translocar N, que se da de forma mais eficiente pela baixa
retend@o destes compostos nos vasos condutores (NEVES & HUNGRIA, 1987). No entanto,
quando se consideram os custos totais de sintese e subsequente reassimilagdo parece ndo existir
grandes diferengas em termos de custo de energia entre plantas que transportam amidas ou ureidos
(SPRENT & SPRENT, 1990).

Foi demonstrado para soja, caupi e feijao que a via de formagio de ureidos se da através da
sintese e degradacdo de purinas (REYNOLDS ef al, 1982). Conforme revisto por NEVES &
HUNGRIA (1987), o processo de sintese de ureidos € resultado de um sistema operante em parte
em células infectadas e parte em células nio infectadas dos nodulos. A sintese e degradagio da
purina se da a nivel de plastidio da célula infectada e o produto desta degradagio, a xantina ou um
precursor deste, se move para uma célula vizinha nio infectada onde sofre a agdo da enzima
xantina desidrogenase formando acido urico, precursor da alantoina (DATTA et al, 1991).

Compostos diferentes das amidas e de alantoina e acido alantéico, oriundos de sistemas
fixadores de N, sdo observados na literatura. WALSH e7 a/ (1984) demonstrou que citrulina € o
principal composto nitrogenado translocado no xilema de plantas de Casuarina equisetifolia, que
apresentam nodulos formados por actinomicetos. Em 1986, PEOPLES et al. sugeriram que metil-
glutamina seria um composto translocado na seiva de espécies do género Arachis. Numa
reavaliagdo deste processo, ficou claro que embora este composto seja produzido por este género,

parece nao ter relagdo com a FBN, uma vez que todo o N fixado é transportado na forma de

amida (PEOPLES ez al, 1991).
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Os compostos nitrogenados provenientes do sistema radicular, ndo sio distribuidos
uniformemente entre os érgios da parte aérea. Em soja, o N marcado fornecido como alantoina
foi transferido e metabolizado nas folhas jovens e nas vagens (YONEYAMA, 1984b). As folhas
jovens também foram responséveis pelo metabolismo de grande parte do N fornecido como

nitrato. Ja as amidas tenderam a ser metabolizadas em hastes e folhas, com pouca retranslocagao

para as vagens (YONEYAMA, 1984a).

4. A técnica de abundincia relativa de ureidos

MCCLURE & ISRAEL (1979) propuseram um método para estimar a proporgdo do N
derivado da FBN de uma planta de soja baseado na composigao de solutos nitrogenados presentes
na seiva xilematica. Estes autores assim como HERRIDGE (1982a e 1982b), PATE et al (1980) e
RERKASEM et al (1988) constataram que havia uma alta correlag@o entre os teores de N-ureido
na seiva e o percentual de N derivado da FBN. Esta técnica baseia-se no fato de que na maioria
das leguminosas forrageiras tropicais (Desmodium, Centrosema, Calopogonium, Pueraria spp.,
etc.), os principais produtos da fixagdo de N, nos nodulos sdo alantoina e acido alant6ico
(ureidos) (PEOPLES et al., 1989), sendo estas as formas orgénicas transportadas para a parte
aérea da planta através do xilema. Por outro lado, o N do solo absorvido por esta leguminosa é
transportado no xilema principalmente nas formas de nitrato ou amidas (asparagina ou glutamina).

Observou-se que a composigdo nitrogenada da seiva presente nos colmos era a que melhor
se relacionava com a FBN (HERRIDGE, 1982ab, PATTERSON & LARUE, 1983),
considerando-os como o Orgdo mais apropriado para este tipo de estudo. Também deve-se

considerar que as reagdes que metabolizam os compostos nitrogenados conduzidos no xilema sao
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minimas nos colmos e aumentam de intensidade nas folhas e vagens (YONEYAMA, 1984a;
1984b).

A abundancia relativa de ureidos & determinada pela razio entre os teores totais de ureidos
(alantoina e acido alantoico) e os teores totais de N na seiva (aminoacidos, ureidos e nitrato). Para
isso, tem sido utilizados os métodos colorimétricos de YOUNG & CONWAY (1942), para anslise
de ureidos; o de YEMM & COCKING (1955) para anélise de aminoacidos e o de CATALDO ef
al (1975) ou o de GINE et al (1980) para a analise de nitrato. No caso da seiva, a anilise de
aminoacidos e nitrato pode ser substituida pela anélise direta do total de N nela presente.

Relagdes quantitativas entre a composi¢ao de solutos nitrogenados nos exsudatos do xilema,
ou dos extratos de caule, e diferentes intensidades de contribui¢io da FBN podem ser conseguidas
crescendo-se plantas leguminosas em vasos em um meio inerte livre de N (areia) (HERRIDGE &
PEOPLES, 1990). As leguminosas noduladas supridas com solugdes nutritivas com concentragdes
crescentes de '"N-nitrato apresentam menor dependéncia pela FBN a medida que a concentragdo
de N destas solugdes aumenta (PEOPLES e al, 1989). A regressio entre os valores de
abundéncia relativa de ureidos € as estimativas da FBN fornecem uma curva de calibragdo para a
espécie em questdo e pode ser usada para estimar a contribui¢do da FBN em condi¢des de campo
(HERRIDGE & PEOPLES, 1990; HERRIDGE et al, 1990).

A técnica de abundéncia relativa de ureidos foi desenvolvida e principalmente empregada na
cultura de soja (MCCLURE et al., 1980; HERRIDGE, 1982a; HERRIDGE e al., 1990); feijao de
porco (PEOPLES et al, 1988) e, mais recentemente em espécies arbustivas (HERRIDGE et al,
1996). Nas espécies estudadas, a extragao da seiva para andlise ndo é uma tarefa dificil e em
alguns casos pode-se usar um sistema de sucgao para se obter os volumes necessarios para a

andlise (PEOPLES ez al, 1988; HERRIDGE ef al, 1988). No caso especial de algumas
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leguminosas forrageiras, como o Desmodium ovalifolium, a retirada da seiva, ainda que por
processos forgados, é extremamente dificil, ou na pratica, impossivel para atender as quantidades
requeridas para as analises.

HERRIDGE (1982a) propés a analise de extratos de caule como uma forma de se avaliar a
abundéncia relativa de ureidos na nutrigio nitrogenada de plantas de soja. Nestas condigdes a
abundéncia relativa de ureidos ¢ calculada tomando como base apenas as concentragdes de ureidos
e de nitrato, pois o procedimento extrai uma quantidade grande de produtos intracelulares,
superestimando a concentragdo de aminoacidos e o total de N da seiva. Demonstrou-se que a
abundéncia relativa de ureidos em extratos da matéria seca de caule com agua quente (PEOPLES
et al., 1989), produzia uma solugdo representativa dos solutos existentes na seiva da planta no
momento da amostragem, e tal como as metodologias de extragdo de seiva por vacuo e por
simples exsudagdo, correlacionou-se muito bem com a proporg¢do do N derivado da FBN (r >
0.98).

As metodologias de extragdo a vacuo e exsudagdo requerem maiores cuidados quanto ao
ponto de amostragem e a conserva¢do do material. Segundo HERRIDGE et al (1988), no periodo
de crescimento vegetativo e florescimento da soja, existe um gradiente diferenciado de
concentragio dos compostos nitrogenados presentes na seiva, que se da da base para o topo da
planta. Tal fato, no caso da extragdo forgada, obriga que a seiva seja extraida de todo o colmo da
planta para se ter uma idéia mais real da composi¢do do total do N absorvido do solo, a n3o ser
que seja padronizado um local € um mesmo segmento para se fazer as amostragens.

HERRIDGE (1984) demonstrou que a abundancia relativa de ureidos na seiva de soja
variava com a idade e por isso sugeriu que para cada estagio de desenvolvimento da planta deveria

se obter uma conversio diferente entre ureidos e N fixado. Mais tarde PEOPLES et al (1988) e
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HERRIDGE & PEOPLES (1990), trabalhando respectivamente com feijio de porco e soja,

demonstraram que a relagio entre a abundéncia relativa de ureidos e a proporgio de N fixado se
alterava, de forma significativa, entre o periodo de crescimento vegetativo e o de floragdo e
matura¢do de vagens. Dessa forma para uma maior exatiddo na quantificagio da FBN pela
abundéncia relativa de ureidos, seriam necessarias 2 curvas de calibragdo, uma para o periodo
vegetativo e outra para a floragdo e enchimento de graos.

Nao obstante, quando se considera a variabilidade dos dados para a obten¢do da curva de
calibragdo (PEOPLES et al, 1988; HERRIDGE et al, 1996), a estimativa de curvas para o periodo

vegetativo e reprodutivo deixa duvida quanto a relevancia para a estimativa final da FBN.
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CAPITULO I: Consideracdes a respeito da amostragem de plantas de
Desmodium ovalifolium e a dosagem de ureidos e nitrato em

extratos de caule desta espécie.
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btenczo
¢ peciolos da plama sejam separados, secados 2 60°C e posteriormente moidos para 2 preparzagio
dos extratos, sendo gue o intervalo entre 2 amostragem e a secagem n3o deve exceder 24h
{HERRIDGE et al, 1938).

Uma importante consideragZo no que se refere ao desenvolvimento de um protocolo para
amostragem de planta € a possibilidade da ocorréncia de uma flutnago diuma no conteiado
relativo de ureidos da seiva. Segundo as avaliagoes feitas em soja (HERRIDGE er al, 1988),
Cajanus cajan (PEOPLES et al, 1988), Desmodium rensonii e Codariocalyx gyroides
(HERRIDGE et al, 1996), existe um intervalo razoave] de 9:00h as 16:00h onde praticamente nao
existem grandes oscilagdes na abundancia relativa de ureidos, com excegdo do observado em
Codariocalyx gyroides onde o periodo indicado para as amostragens restringe-se em tomo do
meio-dia. Seguindo a técnica de extragio de solutos de caule, a abundincia relativa de ureidos €
obtida pela relagéo percentual entre a concentragdo de N-ureido e o somatorio das concentragdes

do N-ureido e N-nitrato (HERRIDGE & PEOPLES, 1990)
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O método de destilagio a vapor para andlise de nitrato cuja determinagio é feita apos a
redugdo do nitrato a aménio intermediada pela Liga de Devarda é considerado um padrio para
este tipo de andlise (SAH, 1994). No entanto, segundo este procedimento, todo o aménio
presente na amostra deve ser destilado para que, num segundo passo, somente o amdnio originado
das formas nitricas seja determinado. Considerando-se que cada etapa de destilagdo leva cerca de
3 a 4 min, as determinagdes de nitrato por este método tornam-se trabalhosas e consomem muito
tempo, ainda sem considerar o fato de que alguns compostos nitrogenados mais labeis podem se
hidrolizar e contribuir para um aumento da fragdo amoniacal originada da redugdo do nitrato.

Uma alternativa ao uso da destilaggo a vapor é a adogdo de um método colorimétrico, que
pode tornar-se mais répido e preciso se adaptado a um sistema de fluxo continuo (RUZICKA &
HANSEN, 1980).

- Um dos métodos mais utilizados para a determinagiio do nitrato em tecidos de planta é o
desenvolvido por CATALDO et a/ (1975), onde um produto alcalino de cor amarelo é
determinado colorimetricamente num comprimento de onda de 430 nm. A falta de repetibilidade,
coeréncia e sensibilidade sao constantes questionamentos feitos por técnicos que utilizam este
método pela primeira vez. E possivel que a qualidade de reagentes e a demora na sua preparagio e
na conducdo da anélise aliado ao “fator” prética, sejam os responséveis pelas criticas negativas a
este método.

Uma outra metodologia para a analise de nitrato é a que se baseia na colorimetria de nitrito,
através da reacdo de Griss-Ilosvay, apos redugdo do nitrato a nitrito por cadmio (Cd) cuperizado
(BREMNER, 1965). Apesar de ser um método indireto, este tem se mostrado bastante sensivel

possibilitando a dosagem de concentragdes de nitrato abaixo de 0,1 ugN-NO;/mL de extratos de

solo em KCl (ALVES, 1992). A grande vantagem desta metodologia, esta na sua adaptagdo ao
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redugdo do nitrato a amdnio intermediada pela Liga de Devarda é considerado um padrdo para

este tipo de andlise (SAH, 1994). No entanto, segundo este procedimento, todo o aménio

presente na amostra deve ser destilado para que, num segundo passo, somente o0 amoénio originado
das formas nitricas seja determinado. Considerando-se que cada etapa de destilagdo leva cerca de
3 a4 min, as determinagdes de nitrato por este método tornam-se trabalhosas e consomem muito
tempo, ainda sem considerar o fato de que alguns compostos nitrogenados mais labeis podem se
hidrolizar e contribuir para um aumento da fragio amoniacal originada da redug¢zo do nitrato.

Uma alternativa a0 uso da destilagio a vapor ¢ a adogo de um método colorimétrico, que
pode tornar-se mais rapido e preciso se adaptado a um sistema de fluxo continuo (RUZICKA &
HANSEN, 1980).

- Um dos métodos mais utilizados para a determinagdo do nitrato em tecidos de planta € o
desenvolvido por CATALDO et al (1975), onde um produto alcalino de cor amarelo é
determinado colorimetricamente num comprimento de onda de 430 nm. A falta de repetibilidade,
coeréncia e sensibilidade sao constantes questionamentos feitos por técnicos que utilizam este
método pela primeira vez. E possivel que a qualidade de reagentes e a demora na sua preparagio e
na condugdo da analise aliado ao “fator” prética, sejam os responsaveis pelas criticas negativas a
este método.

Uma outra metodologia para a analise de nitrato € a que se baseia na colorimetria de nitrito,
através da reacdo de Griss-Ilosvay, apos redugio do nitrato a nitrito por cadmio (Cd) cuperizado
(BREMNER, 1965). Apesar de ser um método indireto, este tem se mostrado bastante sensivel
possibilitando a dosagem de concentragdes de nitrato abaixo de 0,1 ugN-NO;/mL de extratos de

solo em KCl (ALVES, 1992). A grande vantagem desta metodologia, esta na sua adaptagdo ao
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sistema de fluxo continuo (FIA) (GINE et al, 1980), viabilizando a sua utilizagio para

determinag@o de nitrato em muitas amostras, de forma precisa e veloz. No entanto, SAH (1994)
relata que, de forma geral, as metodologias para determinagio de nitrato baseadas na sua redugio
sofrem interferéncias de material organico em suspensdo. De fato, alguns testes realizados com
extratos de D. ovalifolium mostraram que havia uma perda de eficiéncia no processo redutor
detectado pela diminuigio do comprimento do pico de absorbancia registrado apés cada
determinago. E interessante ressaltar que este efeito ndo era detectado em todos os extratos
avaliados.

A anilise de alantoina e acido alantéico (ureidos) tem sido feita segundo a reagdo Rimini-
Schryver proposta por YOUNG & CONWAY (1942) com dosagem de glioxilato pelo complexo
fenilhidrazona em meio acido. Devido a sequéncia de hidrolises necessarias para a obtencio do
glioxilato, seria bastante desejavel a sua automatizagdo. Neste sentido, PATTERSON er al (1982)
desenvolveram um sistema de dosagem de ureidos proprio para auto-analizador. O método
proposto ndo se baseia na dosagem do glioxilato, mas sim, na dosagem do amdnio formado apds
hidrolise dos ureidos (reag@o de Berthelot). A limitagdo deste processo esta na necessidade de se
remover todas as substincias que produzem amonia sob hidrolise e também na necessidade do
autoanalizador para maior eficiéncia do processo. Também limitado pela necessidade de um
autoanalizador é o método desenvolvido por vAN BERKUM & SLOGER (1983), que baseia-se
na rea¢do Rimini-Shriver porém, ao contrario do descrito em YOUNG & CONWAY (1942), a
determinagio colorimétrica se d4 em meio alcalino.

Embora exista um certo concenso que a origem dos ureidos esta relacionada a FBN, VAN
KESSEL er al (1988) relataram que vérias espécies ndo leguminosas apresentavam valores altos

de alantoina e acido alantéico. Tal fato foi explicado por HERRIDGE et al (1996) como sendo
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resultado da presenca de substancias diferentes de ureidos na seiva de certas espécies que se

comportam como ureidos no método que emprega a reagdo de Rimini-Shryver. Segundo os

autores do método de dosagem de glioxilato, reagdo Rimini-Shryver, (YOUNG & CONWAY,

1942), existem substancias que podem comportar-se como ureidos produzindo uma cor purpura

durante as determinages, ou ainda, produzir cores diferentes mas que podem interferir nas
determinag¢des colorimétricas,
Neste capitulo sdo apresentados resultados de experimentos que tiveram como objetivo

ajustar um protocolo para a determina¢do da abundéncia relativa de ureidos em extratos de

colmos de D. ovalifolium.
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MATERIAL E METODOS

Todos os testes realizados utilizaram extratos obtidos de colmos de Desmodium ovalifolium

cv Itabela.

1. Método de Extragdo de Solutos:

Plantas de Desmodium ovalifolium cv itabela foram colhidas e secadas em estufa a 60 °C.
As plantas colhidas foram secadas em estufa dentro das primeiras 24h apos colheita para que nao
ocorressem  significativas alteragdes na composigdo de solutos nitrogenados na planta
(HERRIDGE, 1982a). Depois de secos, todos os segmentos de colmos, onde se incluem os
peciolos, foram separados e moidos em moinho tipo Wiley.

Os extratos foram obtidos segundo PEOPLES ef al (1989). Em um becker de 125 mL,
colocaram-se 500 mg do material seco de colmo moido e aproximadamente 25 mL de agua
destilada. Levou-se esta suspensdo ao aquecimento até que se completassem 3 min em ebuli¢3o.
Deixou-se o material esfriar e filtrou-se todo o volume para um balio volumétrico de 50 mL,

utilizando-se papel de filtro (filtragem rapida). Completou-se o volume para 50 mL com agua

destilada.

- ——— . — i
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2. Determinagdo do N-nitrato no extrato de caule de D. ovalifolium:
Optou- 3 o e e

ptou-se pelo método de determinagdo indireta de nitrato através do procedimento de
detecgdo de mitrito apés redugdo por cidmio jé adaptado ao FIA (GINE et al, 1980). Para

minimizar as in énci 2ot Ans =
terferéncias dos materiais organicos em suspensio, ou até elimina-las, fez-se a

inclus&o, na linha de fluxo, de uma resina anignica fortemente basica para tentar separar o nitrato

dos interferentes dentro do sistema de analise.

2.1. Preparagdo de padrdes:

Os padrdes analizados foram feitos em agua com concentragdes de 3; 6; 18; 30; 60 e 120
nmoles NOs;/mL. Também foram preparados padrdes em extrato de D. ovalifolium nas

concentragdes de 6; 18; 30 e 60 nmoles NO;/mL de extrato.

2.2. Equipamento para FIA:

O sistema FIA consistiu de um espectrofotometro digital (Micronal, mod. B342II) equipado
com célula para fluxo continuo; uma bomba peristéltica com 6 canais (Micronal, mod. B332II)
com tubos de Tygon® com vazdes especificadas para cada reagente (mostradas adiante), um
comutador-injetor de amostras (confeccionado no Centro de Energia Nuclear para a Agricultura -

CENA) equipado com bobinas de reagéo, tubos capilares (0.7 mm de diémetro interno) para as

conexdes e um registrador.
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2.3. Reagente 5 « .
gentes (concentragdes e vazdes dos tubos de Tygon® segundo GINE et al, 1980):

R;-2 ilami -
1-2gde sulfanilamida, 0.1g de N-na.ﬂlletllenodia.mﬁniodicloreto, 10 mL de H3PO4 80%

em 100mL de solugdo. (1,0 mL/min). Esta solugdo se degrada rapidamente na presenga da luz e
por isso deve ser mantida em frasco escuro até a anélise. Pode ser armazenada em geladeira por
um periodo méximo de 1 semana e devers ser descartada se for observada uma coloragio rosada.

Rz -10g de NH.CI, 2g de Borax (Na;B407.10H;0), 0.1g de EDTA-Na em 100mL de
solugdo. (0,6 mL/min). Esta solu¢do, se mantida em frasco escuro, pode ser armazenada por
semanas.

Coluna de cadmio - Uma coluna de vidro, com 3 mm de didmetro interno (d.1.) e 50 mm de
comprimento, foi preenchida com limalha de Cd (40-60 mesh) cuperizada. A cuperizagio do Cd
foi feita apos a seguinte sequéncia: lavagem com 4gua destilada, lavagem com HCI 0,1N, lavagem
com agua destilada, lavagem com CuSO, 0,1N e lavagem com agua destilada.

A agua destilada, com vazdo modificada para 2,50 mL/min, ndo funciona mais como
carreador para o sistema, passando a carreador para a resina, na modifica¢do da linha de fluxo.

Amostra (3,2 mL/min).

Adicionados ao sistema acima:

Coluna de 2,8 mm d.i. e 10 mm comprimento contendo resina anidnica fortemente basica
saturada com CI' (DOWEX 1-X8 - 100-200 Mesh).

Carreador - solugio de NaCl 0,5N (5,0 mL/min).

lra .

4 ¢ -y
i )
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2.4. Procedimentos:

A disposigio :
POSICa0 dos componentes do sistema estd mostrada na Figura 1 (segdo 3.3.1

Resultados e Discussio).

Na posica
2 posigao L, um volume fixo de 0,270 mL do extrato, definido pelas dimensdes de um tubo

capilar  (“loop da amostra”) (700 mm comp. x 0,7 mm didmetro) é amostrado (linha A).

Aumentando-se o comprimento do “loop da amostra” foi possivel aumentar a sensibilidade do
método. Simultaneamente a coluna com resina foi saturada com CI' (linha C). Na posicdo II o
carreador secundério leva a amostra até a coluna de resina que retém o NOs (e outros anions) da
amostra, deixando passar a grandes cadeias orgénicas de natureza apolar e pouco polar. Na
posigéo III (retorno a posigéo I) a coluna foi recuperada com CI' e 0 NOs™ € colocado no fluxo de

analise, sendo reduzido a NO, na coluna de Cd e, apos interagdo com os reagentes 1 e 2 (linhas D

e E), € medida a absorbéncia da cor violeta por espectrofotometria (A = 530nm).

3. Determinag@o de ureidos em extratos de caule de D. ovalifolium:
A metodologia utilizada para determinagdo de ureidos (alantoina e acido alantéico) nos
extratos de caule de D. ovalifolium foi a recomendada por PEOPLES eral (1989) que é uma

adapta¢do da metodologia tradicional Rimini-Shriver (YOUNG & CONWAY, 1942).

3.1. Preparagao de padroes:

Os padrdes analizados foram feitos em 4gua com concentragdes de 10; 20; 30; 50; 100
nmoles de alantoina/mL. Também foram preparados padroes em extrato de D. ovalifolium nas

concentracdes de 10; 20; 30; 50 e 100 nmoles de alantoina/mL de extrato.
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3.2. Reagentes para o método colorimétrico (PEOPLES et al, 1989):

Solugo de hidréxido de sédio 0,5 - 2g de NaOH diluido em 100 mL de agua destilada.

Solugdo de 4cido cloridrico 0,65N - 6,5 mL de HCI concentrado (32%) diluido em 100 mL
de agua destilada.

Solug@o de cloridrato de fenilhidrazina - 0,33 g de cloridrato de fenilhidrazina dissolvida em
100 mL de 4gua destilada. Esta solugdo se degrada rapidamente na presenga da luz e por isso deve
ser mantida em frasco escuro até a analise. Deve ser preparada imediatamente antes da analise.

Solugdo de ferricianeto de potassio - 0,833 g de ferricianeto de potassio dissolvido em 50

mL de agua destilada. Recomenda-se também que esta solugdo seja preparada imediatamente

antes da analise.

Acido cloridrico concentrado (32% = 10M).

3.3. Procedimento para a determinagéo colorimétrica:

Antes do inicio da analise, separou-se um volume suficiente de acido cloridrico concentrado
em um becker que foi deixado dentro de um frasco com agua e gelo.

Colocou-se 0,5 mL de extrato aquoso de tecido da planta em tubo de ensaio e completou-se
0 volume para 2,5mL com agua destilada. No caso dos padrdes utilizou-se um volume de 2,5 mL
de cada um sem adicionar 4gua ao tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL da solug:ﬁo. de
hidréxido de sodio 0,5N. Misturou-se bem e colocaram-se os tubos em banho-maria de 10 a 15
minutos. Removeram-se os tubos e os deixaram esfriar a temperatura ambiente, entdo adicionou-
se 0,5 mL da solugio de 4cido cloridrico 0,65N e 0,5 mL da solugdo de cloridrato de
fenilhidrazina. Misturou-se bem e colocaram-se os tubos em banho-maria por 2 a 4 minutos.

Removeram-se os tubos e imediatamente foram resfriados em um recipiente contendo agua e gelo
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or 15 minutos (a veloci . .
P (a velocidade do resfriamento ¢ um fator importante para o desenvolvimento da

g A A 2 .
cor). Apos o resfriamento, adicionaram-se 2 mL de acido cloridrico, pré-resfriado a 0°C e 0,5 mL

ao d ici pret .
da solugdo de ferricianeto de potassio. Misturou-se bem a cada adigdo de ferricianeto. Apés 10

minutos a temperatura ambiente, foi medida a absorbincia da cor purpura por espectrofotometria

(A =525nm).

3.4. Avaliagio da reagdo colorimétrica:

Apos algumas determinagdes preliminares, observou-se que os extratos de caule de D.
ovalifolium apresentavam uma variagio de cor que ia desde pirpura até uma alaranjado fraco.
Amostras pertencentes aos extremos destas cores foram investigadas para se saber se a coloragdo
observada em ambas as situages seria devida a presenca de ureidos. A investigagio baseou-se na
comparagdo de espectros de absorbancia nos comprimentos de onda de 400 a 700 nm utilizando-
se um espectrofotdmetro com corregdo automatica do branco. Para comparagio, utilizou-se um
padrdo de alantoina em 4gua na concentragdo de 10 nmoles de alantoina/mL, que foi

analizado em separado e também adicionado a cada um dos extratos.

3.5. Efeito do extrato no desenvolvimento e na estabilidade da cor:

Dezesseis amostras de colmos de D. ovalifolium cv Itabela, de diferentes idades, foram
utilizadas para avaliagio do efeito do extrato no desenvolvimento da cor. Cada valor de
absorbancia encontrado para cada padrdo adicionado a cada extrato foi subtraido da leitura da
amostra de extrato sem adi¢do de padrio (teoricamente seria o branco da curva de padroes
adicionados ao extrato). Uma vez descontado o branco (extrato puro), cada leitura de padrao

adicionado ao extrato foi relacionada com a leitura do respectivo padrdo preparado em agua.
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Dessa forma, se o dese i e

nvolvimento da cor niio ¢ afetado pelo extrato, a relagio entre os padrdes
adicionados a extrato e a igua seria igual a 1

Para se i ili .

avaliar a estabilidade da cor obtida pelo processo analitico, extratos das mesmas
ostras referi 3 g =

amostras referidas na seg#o 3.4 foram lidos em espectrofotdmetro multicanal durante 70 minutos a
partir do inicio do desenvolvimento da cor. Para a comparagdo, também acompanhou-se o

desenvolvimento de cor do padréo puro de alantoina (25 nmoles/mL) e das adi¢des deste padrdo

aos extratos.

4. Variagdo diurna da abundéncia relativa de ureidos em D. ovalifolium:

A avaliagdo foi feita em uma 4rea de pasto consorciado de D. ovalifolium cv Itabela e
Brachiaria humidicola, localizado na Estagio de Zootecnia do Extremo Sul da Bahia (ESSUL),
pertencente a CEPLAC. Nesta area, a populagio de D. ovalifolium ocorria em “ilhas” dentro da
pastagem de B. humidicola. Tomaram-se 3 “ilhas” de D. ovalifolium localizadas em diferentes
pontos na pastagem. Dessa forma foi possivel também se ter uma idéia da variabilidade a nivel de
campo da abundéancia de ureidos para esta espécie, em cada momento de amostragem.

De cada uma destas “ilhas” retirou-se uma planta a cada 2 horas, & partir das 7 horas at€ as
19 horas. Separaram-se os colmos e peciolos de cada planta e se colocaram para secar em estufa a
60°C. Apos a secagem o material foi moido e, entdo, iniciou-se a preparagao dos extratos em agua

conforme secao 1.

As quantificagdes de nitrato e de ureidos foram feitas segundo os procedimentos

estabelecidos na segdo 2.2 € 3.2.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Determinagao do N-nitrato no extrato de caule de D. ovalifolium

Para se chegar a configuragdio do equipamento descrita em Material e Métodos (secdo 2.3),
foram realizados alguns testes com o tamanho da coluna de resina, a concentra¢éo do NaCl (que
entra no sistema como o trocador e recuperador da resina - CI') e com as vazoes da agua destilada
e NaCl. Embora os resultados destes testes nio tenham sido mostrados, observou-se que o
aumento da concentragdo do NaCl ndo produzia um fluxo com menor dispersio de nitrato (um
deslocamento do nitrato da resina mais imediato), mas sim contribuia para aumentar o branco do
sistema (linha base no registrador) refletindo uma maior contaminagio. Variando-se o tamanho da
coluna de resina (volume de resina), observava-se que quanto maior o tamanho, maior o
impedimento ao fluxo e em consequéncia maior a diferen¢a do branco entre os passos II e III
(Figura 1). Diminuindo-se a coluna ndo se observava grandes diferengas no sistema, somente
tornava-se mais dificil o empacotamento da coluna. O aumento do fluxo de agua destilada tendeu

a diminuir a sensibilidade do método, possivelmente pelo menor tempo de contato entre a amostra

do extrato e
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A - Linha de captagio de amostra - vazao 3,2 mL/min.

B - Carreador secundario da amostra (agua deionizada) - vazdo 2,5 mL/min.

C - Carreador principal da amostra (NaCl 0,5N) - vazo 5,0 mL/min.

D - Reagente 1 ((100g NH,4CI + 20g Borax + 1g EDTA-Na)/1000mL 4gua destilada) -

vazio 0,6 mL/min.

E - Reagente 2 ((0,5g N-naftiletilenodiamdniodicloreto + 20g sulfanilamida + 100mL

H;PO, 85%)/1000mL 4gua destilada) - vazao 1,0 mL/min.
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Figura 1. Esquema modificado de anilise de nitrato por redugdo por cadmio proposto por GINE
et al. (1980). Utilizou-se a resina do tipo anidnica fortemente basica saturada com CI
(DOWEX 1-X8 - 100-200 Mesh) e foi colocada numa coluna com lcm comp. x 2,79mm
d.i. As particulas de cadmio (20-40 Mesh) foram colocadas numa coluna com Scm

comp. x 3 mm d.i..
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a resina. Dessa forma. seouiram. .
3, Seguiram-se com os demais testes adotando-se o sistema configurado desde

.

o principio.

Num primeiro t
P este compararam-se os resultados de absorbancia dos padrdes em agua

obtidos através da configurago original descrita por GINE ef al (1980) contra os resultados de

absorbancia dos mesmos padroes utilizando-se a configuragio modificada pela incluséio da resina.

A presenca da coluna de resina pareceu criar uma maior resisténcia ao fluxo, aumentando o
tempo de permanéncia da amostra no sistema. Isto, provavelmente, gerou uma maior dispers@o
da amostra, refletindo numa redugdo de quase 50% da sensibilidade do método modificado, se
comparada ao original (Figura 2). Mesmo assim, a alta correlagio foi um indicativo de que o
método modificado funcionou muito bem na tarefa de separar o nitrato do meio aquoso (r* =
0,991).

Foram feitos testes com esta metodologia a partir de solugdes padrio de nitrato e de
padroes adicionados ao extrato aquoso de caule de D. ovalifolium, este tltimo para verificar
possiveis interferéncias de substancias orginicas que poderiam estar sendo retiradas da solugio e
sendo colocadas no fluxo de analise junto com o nitrato. A analise dos padrdes de nitrato em agua
através do sistema FIA-resina produziu uma resposta linear (r* = 0,998, Figura 3A). Resposta
semelhante foi observada quando se analizaram os padrdes adicionados ao extrato de D.
ovalifolium (Figura 3B), sendo que a maior concentragdo do padrdo adicionado ao extrato teve
uma leitura muito alta para a configuragdo de atenuagio do registrador (100 mV), extrapolando o
comprimento do pico. Subtraindo-se a leitura obtida do extrato sem a adigdo dos padrdes
(concentragio 0 de padrio) das demais leituras e relacionando-as (leitura do padrdo no
extrato/leitura do padrao em agua - chamada na Figura 3C de razdo de leituras), observou-se que

os resultados ficaram muito proximos da unidade (Figura 3C). Isto indicou que as substéncias
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Figura 2. Regressdo entre as leituras de absorbancia, expressas no registrador como picos
medidos em mm, de padrdes de NOs  em agua obtidas utilizando-se o sistema
tradicional de analise de NOs~ por redugdo por Cd adaptado a FIA, proposto por GINE
et al (1980) e o sistema modificado com a inclusdo de uma coluna de resina (Figura 1).
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Figura 3. Regressdo entre as leituras de absorbéncia, expressas no registrador como picos
medidos em mm, de padrdes de NO;” em agua (A) e em extratos de D. ovalifolium (B)
com as respectivas concentragdes dos padroes obtidas utilizando-se o sistema de analise
de NOs por redugdo por Cd adaptado a FIA com a inclusdo de uma coluna de resina
(Figura 1). A Figura 3C mostra o resultado da razéo de leituras dos padrdes em extrato
descontados do branco (linha cheia, Figura 3B) com as leituras dos respectivos padrdes

em agua. Valor ideal igual a 1 (Linha quebrada).



ue as substancias :
q que por ventura tenham sido trocadas junto ao nitrato, niio prejudicaram de

forma significativa as determinacges

Embora o sistema de analise de nitrato em extratos de D. ovalifolium tenha se mostrado
proprio para uso, alguns problemas de Pouca importancia para as determina¢des foram observados
e merecem mais estudos para resolvé-los. Devido a presenga da coluna de resina, o fluxo torna-se
diferenciado quando o sistema se encontra no passo IIT ou no passo II (Figura 1). A diferenca de
fluxo gerada pela presenga da resina faz com que a linha base (“branco do sistema™) seja alterada
entre um passo e outro. Tal fato ndo chega a interferir nas determinagdes pois toda a solugéo que
se encontra em fluxo entre o comutador de amostra e o espectrofotometro serve para estabelecer
uma nova linha base. Tal situagdo impede uma medigdo de picos mais eficiente utilizando a propria
escala do papel do registrador de forma padronizada.

Outro problema observado foi em relagdo a resina. Observou-se que apos a analise de cerca
de 50 amostras, a resina tinha sua cor bastante alterada de um amarelo claro para um marrom
escuro, sugerindo que substdncias organicas retidas na resina poderiam estar contribuindo para
uma redugdo dos sitios de troca. Nao obstante, até este limite ndo se observou um efeito
significativo comparando-se leitura de padrdes de nitrato em agua, no inicio e no final da anlise.
Provavelmente, a quantidade de resina colocada na coluna permite uma grande capacidade de
troca, se comparada as quantidades de nitrato nas amostras, suficientemente grande para conter
cadeias organicas sem prejudicar a eficiéncia do método.

Uma limitagio observada para o método estd em relagdo ao comprimento do “loop da

amostra”. Anilises de padroes em extratos de caule de D. ovalifolium mostraram que
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comprimentos superiores a 1 i i anci
00 em introduziam substéncias no sistema que causavam interferéncia
nas determinagdes, tal como na auséncia da coluna de resina (SAH, 1994).
As varias analises
executadas mostraram que em média o tempo de andlise € de cerca de 2

minutos por . -
por amostra, e especial atengio deve ser dada ao tempo de espera no passo I (cerca de

20 segundos) e no passo III (até inicio da leitura da amostra - saida do pico).

3.2. Determinacio de ureidos em extratos de caule de D. ovalifolium:

Inicialmente, tentou-se adaptar o método de YOUNG & CONWAY (1942) para um sistema
de fluxo continuo (FIA). Este sistema seria mais barato e simples de se obter em laboratérios de
rotina, porém o tempo necessério para as hidrolises (diretamente proporcional a sensibilidade da
detecgdo (YOUNG & CONWAY, 1942), mostrou-se excessivo para um sistema FIA, gerando
problemas de vazamentos, dispersio de amostra etc (RUZICKA & HANSEN, 1980), o que fez
com que fosse adotado 0 método manual.

Uma das preocupagdes com as determinagdes de ureidos estava relacionada com o efeito da
pigmentac¢@o amarelo-marrom do extrato de colmo de D. ovalifolium sobre a anlise colorimétrica
de ureidos. Numa avaliagdo preliminar do método, observou-se que a coloragao obtida das
amostras variavam de coloragdo de um alaranjado fraco até uma cor purpura.

Nas Figuras 4A e 4C, que mostram os espectros de absorbéncia do produto da analise de
ureidos dos extratos purpura e alaranjado, respectivamente, observa-se que em qualquer uma das
situages, parece existir uma interferéncia de fundo que gera maiores valores de absorbancia nos
espectros proximos ao amarelo (A de 400 a 500 nm).

Ainda nas Figuras 4A e 4C, é possivel se observar que os espectros dos extratos adicionados

do padro de 10 nmoles de alantoina/mL e da amostra purpura se assemelham muito ao espectro
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do padrdo puro d )
i P e N mashs de alantoina/mL, com pico méximo de absor¢io em torno de 525

nm. PEOPLES et al (1991) ¢ HERRIDGE et g/ (1996) observaram espectros idénticos a estes na
anilise de padrdes puros e de amostrag de seiva de soja.
O espectro diferente obtido para o extrato puro da amostra alaranjada (Fj
jada (Figura 4C) se assemelha ao

observado para amostras de seiva de Leucena leucocephala (HERRIDGE ef al, 1996). A
diferenga € que a coloragio observada por estes autores era de cor marrom e surgia durante a
analise colorimétrica de amostras de seiva, que sdo incolores. Certamente, neste caso, & possivel
se afirmar que substincias diferentes dos ureidos tenham reagido durante a analise
colorimétrica e produzido uma coloragdo atipica como é o caso da interferéncia dos aldeidos,
xantina, hipoxantina, acidos pirivico, malico e tartarico (YOUNG & CONWAY, 1942).

Subtraindo-se os valores de absorbancia do espectro do extrato puro dos valores obtidos
com 0 mesmo extrato adicionado do padrdo de 10 nmoles de alantoina/mL, observou-se uma certa
coincidéncia do espectro resultante, com o do padrio puro de 10 nmoles de alantoina/mL (Figuras
4B e 4D), sendo mais perfeita para o da amostra purpura (Figura 4B). Isto indica que em
qualquer um dos extratos havia ureidos que geravam um efeito aditivo no caso dos extratos
adicionados do padrao. A maior diferenga observada no caso da amostra alaranjada (Figura 4D)
parece ter ocorrido devido ao fato de que a intensidade do amarelo do extrato produz um espectro
que sobrepds ao espectro esperado para ureidos presentes no extrato puro, que neste caso devia
apresentar uma baixa concentragdo de ureidos. Dessa forma, o espectro resultante da diferenga
entre extrato puro (superestimado) e o do extrato adicionado do padrdo produz um espectro
resultante de menor intensidade comparado ao do padréo puro.

Deve-se mencionar que diferente da seiva, todos os extratos de D. ovalifolium ja

apresentavam uma coloragao amarelo-marrom bastante homogénea.
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Figura 4. Espectros de absorbéncia do produto colorido da anélise de um padrdo de 10 nmoles de
alantoina/mL e de extratos de caule de D. ovalifolium, adicionados ou nio do padrdo de
10 nmoles de alantoina/mL. A - espectros referentes aos extratos da amostra de cor
purpura; B - espectros do padrdo de alantoina e do resultado da diferenca entre os
espectros do extrato puro da amostra purpura e desta mesma amostra adicionado do
padrao de 10 nmoles de alantoina/mL; C - o mesmo que A, porém relativo a amostra

alaranjada; D - o mesmo que B, porém relativo a amostra alaranjada.
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Assumindo

-S€ que as dj ; i
q diferencas de intensidade das cores dos extratos de D. ovalifolium ndo

¢ muito grande, concluiy- - }
> S€ que o limite de detecgdio de ureidos, de acordo com este protocolo,

estard proximo os 10 nmoles de alantoina/mL, para D. ovalifolium, que é o menor valor de
padrdo recomendado para a analise de ureidos (PEOPLES et ai, 1989).

O efeito da coloragio do extrato discutido acima é melhor evidenciado na Figura 5. Como
se observa, a relagdo entre as leituras que deveria ser igual a 1, mantém-se para todos as
concentragdes de padréo adicionados ao extrato num limiar mais baixo. Estranhamente houve uma
tendéncia ao efeito ser maior nas maiores concentragdes do padrdo. No entanto se além do efeito
discutido anteriormente existe também um efeito sobre o desenvolvimento da cor, este parece nio
ser t30 importante ao ponto de invalidar a utilizagdo do método. Ainda mais que, independente do
tipo de cor formada, observou-se uma estabilidade muito semelhante durante o tempo (Figura 6),
0 que poderia ser mais um suporte para confirmar a presenca de ureidos na amostra do tipo
alaranjado cujo espectro de absorbancia mostrou-se diferente. Nos primeiros 20 minutos apds o
desenvolvimento da cor, notou-se uma queda nos valores de absorbancia de todas as amostras
avaliada em 3%, comparado ao valor observado nos 10 minutos iniciais. Este ¢ o tempo
considerado limite por PEOPLES et a/ (1989) para que as leituras sejam feitas sem que o erro da
instabilidade da cor seja significativo. Aos 60 minutos, a perda na leitura chegou a 6%, tal como

observado por YOUNG & CONWAY (1942).

3.3. Variagdo diurna da abundéncia de ureidos em D. ovalifolium:
Uma importante consideragao no desenvolvimento de procedimentos de amostragem € a
possivel ocorréncia de uma flutuagdo diurna no conteido relativo de ureidos nos extratos de

caule. Na avaliacdo feita neste experimento, nao se observaram significativas variagdoes na

e s i i g i, i i it
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Figura 5. Efeito da matriz de extratos de tecido de caule sobre a leitura da curva padrao de
ureidos (25 a 250 nmoles de alantoina/mL). Valores médios de 16 plantas de D.
ovalifolium de diferentes idades. As barras verticais indicam o erro padrao da média.
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Figura 6. Varia¢@o da absorbancia do produto colorido da analise de um padrdo de 10 nmoles de
alantoina/mL e de extratos de caule de D. ovalifolium, adicionados ou ndo do padrio de
10 nmoles de alantoina/mL. O monitoramento das leituras foi iniciado a partir dos 7
minutos de inicio de desenvolvimento da cor. O intervalo de 10 a 20 min. marcado na
Figura corresponde ao tempo recomendado parta as leituras (PEOPLES ez al, 1989).
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abundancia relativa de ureidos durante todo o dia (Figura 7), o que indica que as grandes
variagGes nas concentragges de ureidos (34 a 78 nmoles alantoina/mL) e nitratos (63 a 97 nmoles
de nitrato/mL) ocorreram de forma sincronizada. PEOPLES ef ol (1988), trabalhando com guandu
(Cajanus cajan) nio observaram grandes variagdes na abundéncia relativa de ureidos durante o
dia, porém recomendaram que o horario de amostragens deveria se restringir de 9:00 as 16:00h.
Nesta mesma faixa de horario também sio recomendadas as amostragens para soja (MCCLURE et
al, 1980; HERRIDGE e al, 1988) e Desmodium rensonii (HERRIDGE er al, 1996).

Embora ndo tenha sido observado neste experimento uma tendéncia comum de ocorrerem
maiores valores de abundancia relativa de ureidos no inicio e final do dia (PEOPLES ez al, 1988;

HERRIDGE ef al, 1988, 1996), é mais seguro considerar o periodo recomendado para outras

culturas restrito a 9:00 as 16:00h do dia.
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Figura 7. Flutuagdo diaria da abundancia relativa de ureidos em extratos de caule de D.
ovalifolium. Qs pontos representam a média de 3 repeti¢des. As barras verticais indicam

o erro padrao da média.
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CAPITULO 2. Calibragdo da abundéncia relativa de ureidos com a propor¢ao

do N derivado da FBN por Desmodium ovalifolium.
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INTRODUCAO

Na parte I deste estudo, embora tenha sido observado que o método de determinagdo de
ureidos (YOUNG & CONWAY, 1942) sofra uma certa interferéncia da coloragdo natural do
extrato de D. ovalifolium, a presenga de ureidos pdde ser detectada com seguran¢a em amostras
que apresentavam uma concentragdo desta substancia superior a 10 nmoles de ureidos/mL de
extrato, limite inferior da curva padréo recomendada por PEOPLES ez al (1989).

A técnica de abundancia relativa de ureidos s6 é empregada em espécies de leguminosas,
cuja produg@o de ureidos € dependente das contribuigdes da FBN para a planta (MCCLURE et al,
1980; PEOPLES et al, 1988; HERRIDGE & PEOPLES, 1990, HERRIDGE et al, 1996). Estes
autores demonstraram que a abundéncia relativa de ureidos na seiva ou em extratos de caule era
diretamente correlacionada com a dependéncia das plantas em estudo pelo N derivado da FBN.
Nzo obstante, também foi observado que a relagdo entre a concentragdo de ureidos e a
contribuigdo de N derivado da FBN pode variar com a idade da planta (HERRIDGE, 1984), onde
se sugeriu que diferentes curvas de calibragdo deveriam ser obtidas com a idade da cultura. Foi

demonstrado posteriormente que para cobrir todo 0 ciclo da cultura, sdo suficientes uma curva de
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calibragdo para o periodo ¢ '
© crescimento vegetativo/inicio de floragio e uma para o final da

floragao/enchimento de grios (PEOPLES ¢/ al, 1988; HERRIDGE & PEOPLES 1990).

Alem do N fixado bi010gicameme, Constata-se em alguns estudos que os ureidos também
podem ser originados da assimilagdo de aménio (FUJIHARA ez al, 1977), sugerindo que mesmo
totalmente dependente do N mineral do solo, seria possivel encontrar ureidos na planta. Ainda, a
atividade da enzima nitrato-redutase nag raizes responde ao aumento das concentragdes de nitrato
no N mineral do solo, nio obstante a concentragdo desta forma de N na seiva também aumente
(PEOPLES et al, 1986).

Tantos s&0 os fatores envolvidos nos processos de assimilagdo de N pelas plantas que é de
se esperar que cada espécie de planta apresente uma composigao diferente de solutos nitrogenados
na seiva em resposta a uma mesma dependéncia pela FBN. Tal situagao € confirmada pelas
diferentes curvas de calibragio, baseadas em mesmos padres, ja obtidas para diferentes espécies
de plantas (HERRIDGE & PEOPLES, 1990; PEOPLES et al, 1988; HERRIDGE ef al, 1996).

Nesta etapa, objetivou-se estabelecer uma curva de calibragio para D. ovalifolium de forma
a relacionar od dados de abundancia relativa de ureidos e as contribui¢des da FBN a partir da

técnica de diluicdo isotopica de °N, conforme o recomendado por PEOPLES et al (1989).
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MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental foi o de blocos casualisados com 4 repeti¢des. Os tratamentos
corresponderam a 5 doses de fertilizante nitrogenado, marcado com N, e 5 colheitas.

1. Cultivo das plantas:

Em casa-de-vegetagdo, plantas de Desmodium ovalifolium, cv. Itabela, foram inoculadas no
plantio com 2 estirpes de Bradyrhizobium sp. (BR 1505 e 1507). As plantas foram crescidas em
vasos de 4 litros, drenados, contendo somente areia irrigada frequentemente com solugio nutritiva
completa, porém sem N (GIBSON, 1980). Seis plantas de D. ovalifolium foram deixadas em cada
vaso para que nas primeiras amostragens se conseguisse suficiente material para as analises. Apds
completo estabelecimento das plantas, 2 meses apds o plantio, foi feito um corte de uniformizagéo
proximo a superficie do vaso de forma a permitir o rebrote. Ao mesmo tempo, deu-se
continuidade 4s adi¢des de soluggo nutritiva contendo todos os nutrientes e 5 diferentes doses de
nitrato (0, 12.5, 25.0, 50.0 e 100.0 mgN/vaso/70 dias), aplicados de forma fracionada a cada 2
dias, como K*NO;™ com 0,570 atom % 5N em excesso. O mesmo tratamento foi dado a uma

quantidade extra de vasos, suficientes para se ter 2 repetigdes para cada amostragem e dose de




} SN'I{N'O.,? ] *

que foram semead
0s ; .
com Panicum macimum (ev KK 16), que serviu como

temunha nd -
testemunha ndo fixadora para a técnjca ge diluigéio isotépica de *N (MIRANDA et a, 1990)

2. Amostragens:

No periodo da manhi, aos 14, 28, 42, 56 ¢ 70 dias apos o corte de uniformizacdo, foram
feitas as amostragens das plantas. Em cada €poca de colheita, as plantas de cada vaso foram
divididas em folhas, colmos e peciolos, raizes e nodulos. No caso de P. maximum somente raizes e
parte aérea. No mesmo dia, todo o material foi colocado em estufa para secagem a 65°C, por 72

horas. Apos esta etapa foram tomados os pesos secos de cada parte da planta e seguiu-se com a

moagem destas para analises posteriores.

3. Analise quimica das amostras:

Cada parte das plantas de D. ovalifolium e de P.maximum, ja secas e moidas, foram
analisadas para N total pelo processo de digestdo e posterior quantificagdo através de destilagdo a
vapor e titulometria com acido sulfirico (BREMNER & MULVANEY, 1982). A aliquota titulada
foi acidificada e colocada para secar em estufa a 50°C a fim de se prepararem as amostras para
analise de enriquecimento de °N em espectrdmetro de massas VG903 ISO-GAS (URQUIAGA et
al, 1992).

Foram preparados extratos aquosos do material seco de colmos de D. ovalifolium conforme
o descrito na se¢do 3.2.1. Nestes extratos dosaram-se a fracdo nitrato, através da metodologia de

fluxo continuo (se¢do 3.2.2.), a fragdo ureido (alantoina + acido alantoico), segundo o descrito na

se¢do 3.2.3, e também o N total de acordo com o estabelecido por LIAO, (1980). Na dosagem de

N total do extrato, pipetou-se uma aliquiota de 10 mL do extrato e se adicionou 1 mL de acido

oG

R T

e




57

sulfiirico concentrado j
Jintamente com 200 mg de liga de Devarda. Adicionaram-se algumas gotas

~3) de octanol aos tub i
( 0s de ensaio Para prevenir a formagio de espuma. Os tubos foram deixados

uma noite e pela manhg ici i
P se adicionaram 1,1g de mistura catalizadora (100:10:1 de K2SO4, CuSO; e

Se, respectivamente) e 2 o .
’ ) € 2 mL de 4cido sufirico concentrado. Em seguida iniciou-se o processo de

digestdo Kjeldahl e dosagem por destilagdo & vapor e titulometria

4, Calculos:

A contribui¢do da FBN para D, ovalifolium foi calculada para cada colheita por duas

formas:

Na primeira, seguiu-se o método tradicional (BODDEY, 1987) em que o N na planta

derivado da FBN (%Ndfa) é calculado pela formula;

%Ndfa = | 1- _%atomos de N em excesso em D. ovalifolium .| x 100 ‘

» 15 &
%atomos de N em excesso em P.maximum

Na segunda, o %Ndfa foi calculado através do método de simulagio planta-planta
(BODDEY er al, 1986). De acordo com este método, uma curva do tipo logistica, descrita por
WITTY (1983) é ajustada aos dados de N total e de recuperagio de N (produto do
enriquecimento de PN em excesso pelo N total) determinados em cada colheita. A fungdo
utilizada foi a seguinte:

N total ou recup.’N = Na . )
1 + exp(-k . (x (tempo em dias) - Tr))

onde N, k e Tn s@o pardmetros que representam, respectivamente, a maxima quantidade de N

acumulado, a constante de aciimulo de N e o tempo para que a planta acumule a metade de Nm.

o 1 g :
Obtidas as constantes para cada conjunto de dados de N total e recuperagao de "N, ¢ possivel,
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a N para cada dia

dentro do periodo avaliado, F .
 Fazendo-se isto Para o conjunto de dados relativos ao P. meximum
testemunha ndo fixadora de N,

através

(MIRANDA ¢r al, 1990), ¢ possivel se determinar o

enriquecimento de °N :
q do substrato de crescimento g cada dia [("*N/Ny)x100], assumindo que

1
todo o "N e todo o N total T
desta espécie S€ja proveniente do substrato onde cresce (areia +

solugdo nutritiva + adubo marcado !
com :
*N). Agora sabendo-se que % atomos *N em excesso

0 15'N =[N
(% °Nxs) = [("N/Nuwar)x100], ¢ que todo o N presente na planta de D. ovalifolium s6 pode ter
vindo do substrato onde cresce (0 mesmo do P. maximum), ¢ possivel calcular a fraggo do N total

do D. ovalifolium que veio do substrato (Nsust):

Nabs = . _ recup.®N do D. ovalifolium
% °Nxs calculado com o P. maximum

-2

e dessa forma, a diferenga entre o valor do N total acumulado por D. ovalifolium e o valor do
diario do Naws calculado, também para D. ovalifolium, daraa quantidade diaria de N
derivado da FBN, que dividida pelo N total didrio e multiplicada por 100 dara o percentual de
derivado da FBN no N acumulado a cada dia (Ndfa/dia). Agora somando-se de forma cumulativa
com os dias o valor de Ndfa/dia, chega-se ao %Ndfa em cada data de colheita.

A abundéancia relativa de ureidos (ARU) foi calculada usando-se a seguinte expressao:

ARU= |. N-ureidos .| x 100.
N-nitrato + N-ureidos
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliagdo do crescimento da planta

Durante o periodo experimental, tanto o D, ovalifolium como o P. maximum ndo atingiram
o estagio reprodutivo.

O crescimento de P. maximum e D. ovalifolium foram significativamente favorecidos pela
adi¢do do N-KNO; (Figura 8A e 8B, respectivamente). Como era de se esperar o efeito das doses
de N foi mais evidente em P. maximum, tanto no acimulo de matéria seca (Figura 8A) como no
acumulo de N (Tabela 1), sendo que, no pior dos casos, pelo menos triplicou o acumulo de N
desta graminea, quando se comparou a dose 12,5 mgN/vaso com a de 100,0 mgN/vaso. A
recuperagdo de "N por esta espécie no fixadora de N, teve incrementos semelhantes ao do total
de N, o que pode ser confirmado pela uniformidade dos valores de enriquecimento de °N (Tabela

1); excecdo feita aos valores obtidos para a primeira colheita, nas menores doses de N, que

revelam a pré-existéncia de uma quantidade extra de N nio marcado, originada da contaminagdo

do substrato e das sementes (WITTY, 1983).
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Figura 8. Acumulagdo de matéria seca em varias épocas de colheita por plantas de (A) P.

macimum cv KK16 e (B) D. ovalifolium cv Itabela, crescidas em vasos contendo areia e

solucdo nutritiva com variadas doses de "N-KNOs. As barras verticais correspondem a

diferenga minima significativa. A presen¢a do asterisco indica a existéncia de diferenca

significativa (Teste de Tukey; p<0,05).



Tabela 1. Dados de enriquecimento de BN e
m

varias €pocas de amostragem, por p

e
Xcesso, N total acumulado e "N recuperado, em

cultivados em vasos copt d + aximum ov KK16 e D. ovalifolium cv Itabela,
Onten 1 ~ 5
KNO; © areia e solugdo nutritiva com variadas doses de ""N-
Tratamentos o
: n
Dose de \CVKKII{G D. ovalifolium cv Itabela
DAC' KPNO;  Ntotal %Atomos d:%l;l% , Recup.
mgN/vaso  mg/pl.  de BN - Ntotal %Atomos de N
14 0 pe/pl. mg/planta de "N xs ug/pl.
12:5 8,1 1 - = 9,53 - &=
25,0 12,70 8’232 o 1,04 0115 12,63
50,0 I  oars o 1331 0,189 2474
100.0 3l fa " 82,41 14,21 0,282 40,09
a g ,460 96,37 17,33 0,307 54,09
5 Dhgs 653 0025* 3072 2,61* 0,042 996
i} . - 13,36 . -
iig 22,64 0,402 50,41 1936 0,152 2885
25, 22,67 0,488 108,69 22,99 0,234 53,49
50,0 3786 0516 19520 3036 0350 10836
100,0 57,45 0,509 292,68 36,02 0,437 157,46
DMS 527 0,079  22.78* 3,56*  0,039*  9.42%
42 0 - - - 19,73 - .
12,5 16,85 0,392 6582 2833 0,113 31,59
25,0 31,42 0,475 149,16 27,71 0,219 60,30
50,0 45,45 0,522 237,02 36,89 0,359 132,58
100,0 57,10 0,529 302,41 43,89 0,466 203,81
DMS 13,98%  0,046%  76,30% 547  0,028%  16,53*
56 0 ) - R 27,06 5 .
12,5 15,51 0,433 66,94 37,20 0,108 39,44
25.0 33,69 0,483 162,80 40,90 0,193 78,04
50,0 53,37 0,499 266,05 45,41 0,341 154,09
100,0 76,31 0,539 411,36 51,20 0,471 241,51
DMS 10,96  0,015*  57,66* 3.89%  0,025*  24,16%
70 0 - & - 37,81 - -
12,5 17,16 0,446 76,44 50,84 0,083 41,79
25,0 43,96 0429 188,75 52,03 0,168 87,39
50.0 63,62 0,490 310,36 60,39 0303 182,32
100.0 96,25 0,543 522,73 6486 0,463 300,70
e 851 0,047 68,53 473*  0,045*  27,40%

2Minima diferenca significativa (P=0,05); °% atomos de BN

1 . ’ b 1 a0
Di rte de uniformizagao . : L,
O , dica a existéncia de diferenga significativa entre tratamentos

em excesso. A presenga do asterisco in
de fertilizagdo com N.



,» mgN/vaso com o de

méxima dose (100 mgN). Aingd . .
3, 2 uniformidade obseryada para o enriquecimento de °N de

P. maximum n3o se repetiy o
P para o D. ovalifolium, que revelou um crescente enriquecimento de

de dependéncia pela FBN.

2. Curvas de simulag8o e a estimativa de N derivado da FBN (%Ndfa)

As curvas de acumulagzo de N e de recuperagio de N obtidas com a aplicagdo da equagdo

de WITTY (1983) ajustaram-se muito bem aos dados originais obtidos da graminea e da
leguminosa, com coeficientes de determinagio (R?) para o aciimulo de N, variando de 0,91 a 0,97
e 0,95 a 0,99, para P. maximum e D. ovalifolium, respectivamente, e para a recuperagio de N,
variando de 0,92 a 0,98 para P. maximum e, invariavelmente igual a 0,96 para D. ovalifolium
(Figuras 9 e 10, respectivamente).

O ajuste dos pontos originais a curva de acumulagio de WITTY (1983), permitiu se
conhecer o valor das constantes de cada curva (N, k € Tr) (Tabela 2) e com isso determinar a
acumulagdo didria de N total e a recuperagdo diaria de 15N de ambas as espécies. Com os valores
diarios de enriquecimento de 15N e com os respectivos valores diarios de recuperagdo de N por
D. ovalifolium estimou-se a quantidade de N do solo acumulada por D. ovalifolium durante o

periodo experimental (Figura 11). O total de N acumulado do fertilizante estimado pelo modelo

(Figura 11) ficou abaixo do total de N acumulado por D. ovalifolium. A diferenga observada pode

ser creditada 2 fixacdo biologica do N (BODDEY e al, 1996).
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Figura 9. Simulagdo do acimulo de N total & recuperagao de 5N, até os 70 dias apos o corte de
uniformizagdo, por P. maximum cv KK16 utilizando a curva de acumulagio proposta por
WITTY (1983), para as doses de 12,5, 25,0, 50,0 e 100,0 mgN/vaso, A, B, C e D,

respectivamente. Os pontos representam valores médios de 4 repeticdes. As barras

verticais representam a O €10 padrdo de cada ponto.
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Figura 10. Simula¢go do acimulo de N total e recuperagio de N, até os 70 dias apos o corte de
uniformizagdo, por D. ovalifolium cv Itabela, utilizando a curva de acumulagdo proposta

por WITTY (1983), para as doses de 12,5, 25,0, 50,0 e 100,0 mgN/vaso, A, B, C e D,

respectivamente. Os pontos representam valores médios de 4 repetigdes. As barras

verticais representam a o erro padrao de cada ponto.



€ de recuperagiio de "*N por £. maximum e

D. ovalifolium
» Para cada d
ose de KNO;. Também & apresentado o coeficiente de

determinacdo de cada curva obtida

ISN

Dose de N Pardmetros das curvas de i
—— acumulagio
N total (mgN/planta)
(mgN/vaso) Niax K
trm .
) D. ovalifolium
1%,3 76,1 (15,9* 0,044 (0,007) 559 (10,5) 0,99
25,0 755(223)  0,043(0,011) 51,9 (154) 0,99
50,0 69.4(153)  0,052(0,017)  38,7(10,9) 0,96
100,0 654 (8,2) 0,066(0,019) 293 (5,9) 0,95
P. maximum
12,5 16,9 (1,0) 0,098 (0,036) 15,2 (3,0) 0,95
25.0 51,1(13,3) 0,046 (0,020) 35,1 (12,7) 0,97
50,0 66,7 (9,2) 0,059(0,021) 27,6 (6,1) 0,97
100,0 119,8 (67,6) 0,043 (0,034) 40,3 (30,2) 0,91
"N recuperado (ug'*N/planta)
D. ovalifolium
12,5 41,7 (3,9) 0,081(0,030)  22,2(4,1) 0,96
25,0 93,5(14,2) 0,059 (0,023) 28,0 (6,8) 0,96
50,0 179,0 (19,7) 0,079 (0,029) 26,3 (5,0) 0,96
100,0 310,5 (49,6) 0,067 (0,026)  31,7(6,7) 0,96
P. maximum
12,5 73,6 (3,6) 0,097(0,022) 20,6 (2,2) 0,98
25,0 1874 (11,4) 0,078(0,017) 251 (3.4) 0,98
50,0 3102 (25,8) 0,083(0,027) 23,7 (41) 0,97
100,0 648.9 (331,0) 0,046 (0,032) 41,7 (26,5) 0,92

*Qs valores entre parénteses representam o €rro p

adrio de cada pardmetro.



66

oL — N total
...... Estimativa do N-KNO,

Acumulagio de N (mgN/planta)
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Figura 11. Acumulagdo de N total nas plantas de D. ovalifolium segundo a curva de acumulagdo
de WITTY (1983), e estimativa do N proveniente do fertilizante (*N-KNOs)

adicionado nas doses de A - 12,5 mgN/vaso, B - 25,0 mgN/vaso, C - 50,0 mgN/vaso e

D - 100,0 mgN/vaso, durante todo o periodo experimental (70 dias apos o corte de

uniformizac&o).



uniformizagdo e inicio icacs -
¢ das aplicagdes de fertilizante marcado. Nos demais tratamentos de N, esse

cemportamento fica. wasearado: pele contribui¢io da FBN que ocorreu durante o periodo de

colheitas.

As estimativas da contribuigio da FBN (YeNdfa) para D. ovalifolium, sujeito a diferentes

disponibilidades de N mineral, podem ser obtidas por caminhos diferentes tomando como base os
dados originais de enriquecimento de N (Tabela 1) e as curvas de simulagdo (Tabela 2)
(BODDEY et al, 1996). Com as curvas de simulagdo também ¢ possivel estabelecer o %Ndfa no
N acumulado a cada dia, ao contrario do método tradicional que fornece somente um valor
integrado de %Ndfa até a data de colheita da planta.

Para cada data de colheita as estimativas de %Ndfa foram maiores, sendo que o método
tradicional forneceu valores superiores aos estimados pelas curvas de simulagdo (Tabela 3) com
uma tendéncia de se diminuir esta diferenca em diregdo as ultimas colheitas.

As estimativas de %Ndfa obtidas pelo uso direto dos dados originais de enriquecimento de
15N de P. maximum e D. ovalifolium, integram todo o N ndo marcado presente no sistema até

a tiltima colheita, onde se incluiu o N das raizes remanescentes apds o corte de uniformizagdo.

Este efeito fica muito evidente porque embora as plantas de P. maximum também tivessem sido

estabelecidas antes do inicio das aplicagdes de N, 0 total de N nao marcado contido nelas foi
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Tabela 3 - Estimativas da contribuies
ribuiczo da FBN para plantas de D, ovalifolium cv Itabela utilizando-

se 0 métododo iluigio isotop
de diluigio Isotopica de "N, tendo como testemunha P.maximum cv

KK16 ' -
¢ 0 metodo de simulagéo planta-planta (BODDEY et al, 1996).

Dose de K'*NO.
, s mgN/vaso
DAC —~ 1355 i 25,0 50,0 100,0
3 C A B A B CC A B C
() % % %
14 62,6 188 52,1 538 210 59,6 381 11,4 273 333 89 174
28 62,1 36,8 751 520 37,0 653 304 18,7 31,3 14,1 12,1 148
42 712 53,5 90,6 539 464 644 312 241 386 119 124 119
56 75,0 654 96,7 60,1 50,7 60,1 318 286 47,7 12,6 12,2 10,0
70

812 72,7 988 609 52,1 547 383 32,1 553 147 119 86

'Dias apds o corte de uniformizagio e inicio das aplicagdes de K'*NOs; 2A = Percentagem de N
derivado da FBN calculado com base nos enriquecimentos das plantas de D. ovalifolium e de
P.maximum na data da colheita; B = Percentagem de N derivado da FBN nas plantas de D.
ovalifolium até a data da colheita estimado pela simulagdo planta-planta; *C = Percentagem de N
derivado da FBN no N extraido pelas plantas de D. ovalifolium na data da colheita.
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provemente de suas Pequenas Seme -
n d
tes e de a]gum residuo presente no substrato de crescimento

(areia), 0 que € insignificante pertq g
o N fixado Previamente presente nas raizes de D. ovalifolium.

De modo contrario, as estimat:
» & estimativas de %Ndfa oferecidas pelo modelo para D. ovalifolium

ndo sdo afetadas pelo N ext : .
ra das raizes. O calculo & baseado apenas nos ganhos diarios de N e

>N de ambas as espécies
S i
P » sendo automaticamente descontada qualquer quantidade de N presente

no substrato acumula
o pelas plantas. 4 outra vantagem do uso das simulagSes é a possibilidade

de se obter o %Ndfa instant3
antaneo ou referente ap N acumulado em qualquer intervalo de tempo,

que no caso deste trabatho foi estabelecido para 1 dia (Tabela 3)
Tanto as estimativas de FBN pelos dados originais como pela simulagdo possibilitaram
concluir que as doses de N aplicadas foram efetivas para se estabelecer, em D. ovalifolium, graus

de dependéncia pela FBN dentro da faixa de 0 a 100% (PEOPLES er al, 1989).

3. Efeito das doses de N sobre a nodulagio de D. ovalifolium
A nodulag@o das plantas de D. ovalifolium também foi afetada pela aplicagio do N fertilizante
(Figura 12). Até quatro semanas apos o inicio das aplicagdes de N, a matéria seca de nodulos de
todos os tratamentos de dose de “N-KNOs, ndo foi alterada significativamente, mantendo-se
numa meédia aproximada de 70 mg de nodulos/planta. A partir da 6° semana, observou-se¢ um
aumento na matéria seca de nodulos dos tratamentos 0, 12,5 25,0 mgN/vaso e uma queda
na matéria seca de nodulos do tratamento de maior dose de N, estando o tratamento de 50,0

mgN/vaso num mesmo patamar com relagao as primeiras semanas.

E possivel que o corte de uniformizacdo realizado imediatamente antes do inicio do

experimento tenha provocado uma drastica diminuigao na matéria seca de nédulos pre-existentes,
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Figura 12. Variagdo da massa seca de nodulos de D. ovalifolium cv Ttabela durante o periodo
experimental, sob diferentes dose de "’N-KNOs. As barras verticais correspondem a

minima diferenca significativa. A presenga de asterisco indica a existéncia de diferenga

significativa (p < 0,05).



seja o

i . .
resultado de um efeito aditivo do N, fixad ¢ da disponibilidade de N mineral para a planta

(HARPER & GIBSON, 1984 x
), uma vez que o genero Desmodium é caracterizado por formar

simbioses pouco efetivas (CADISCH et al, 1989, VIERA-VARGAS et al 1994)

A dose de 50,0 mg .
-0 mgN/vaso, provavelmente, implicou em uma condigio intermediéria, onde o

aumento na demanda de N da planta foi atendido pela suplementagio de N mineral. Na dose
maxima de N (100 mgN/vaso) pode-se concluir que toda a demanda de N da cultura foi atendida
pelo N mineral fornecido e os nédulos presentes em miimero cada vez mais reduzido ja deviam

estar senescentes (SPRENT & SPRENT, 1990; GILLER & WILSON, 1993).

4. Curva de calibrag@o entre a abundéncia relativa de ureidos e a contribui¢gao da FBN

Como discutido anteriormente, a presenga de raizes nos vasos de D. ovalifolium resultou em
uma superestimativa das contribuigSes da FBN obtidas através do calculo baseado nos dados
originais de enriquecimento de "N das plantas de D. ovalifolium e de P. mexcimum. Os bons
ajustes das curvas de acumulagdo de N aos dados de N total e de recuperagio de N por P.

maximum e D. ovalifolium, aliado ao fato de que as contribuigdes da FBN sdo baseadas em

ganhos diarios, faz com que 0 método de simulagdo planta-planta seja 0 mais recomendado para o

presente estudo. Ainda, segundo HERRIDGE & PEOPLES (1990), para a elaboragdo de curvas

de calibragao, deve-se utilizarb resultados de contribuigdo de FBN dentro do menor intervalo de



0.2 % do N total do ext .
,2 70 rato, para as condigges de méxima e minima contribuigdo da FBN (dose 0
ose

e 100 mgN/vaso), respectivame : Bac i
nte. Ja as fragdes nitrato e ureidog somadas para o tratamento de

,’ 1- -~ .
maxima aplica¢@o de N (100 mgN/vaso) chegou a 34,8 + 2.5 % do total de N do extrato. A baixa

proporgdo, em relagdo ao total de N do extrato, das formas de N encontradas sugeriram que
nitrato e ureidos ndo seriam formas predominantes de translocagdo de N em D. ovalifolium.
Contudo, deve-se considerar que o extrato possui uma certa quantidade de N que no é creditada
a seiva mas sim as células que compde o tecido dos colmos. Também se observou neste
experimento que a medida que as plantas ficavam maiores, as concentragdes de ureidos e nitrato
por mL de extrato diminuia, possivelmente por um efeito de diluigdo devido ao aumento da
demanda hidrica (NEVES & HUNGRIA, 1987).

Nio obstante, a abundancia relativa de ureidos, calculada com base nas concentragoes de
ureidos e nitrato (material ¢ métodos) acompanhou relativamente bem as variagdes didrias na
contribuigdo da FBN estimada pela simulagdo planta-planta (Figura 13). Somente para a dose de
25,0 mgN/vaso o coeficiente de correlagdo obtido foi muito baixo (r= 0,50). No entanto quando

todos os dados s3o analisados em conjunto (Figura 14), 0 coeficiente de correlagdo atinge valores

comparéaveis aos encontrados para curvas de calibragdo de outras culturas (McCLURE et al,

1980; PEOPLES et al, 1988; HERRIDGE et al, 1996)-
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entre os dados de abundancia relativa de ureidos e a contribui¢ao

3

da FBN

no N total acumulado a cada dia (%Ndfa/dia) para D. ovalifolium, obtidas para 0s

tratamentos de I5N.KNOQ; adicionado nas doses de A

- 12,5 mgN/vaso, B - 25.0

mgN/vaso, C - 50,0 mgN/vaso € D

médios de 4 repetigdes. As barras verticais represe

- 100,0 mgN/vaso. Os pontos representam valores

ntam a o erro padrdo de cada ponto.
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Fieura 14. Curva de calibragio entre os dados de abundéncia relativa de ureidos e a contribuigao
o -

da FBN no N total acumulado a cada dia (%Ndfa/dia) para D. ovalifolium, obtidos de

todos os tratamento de I5N.KNO; e de todas as colheitas durante o periodo

experimental. As barras verticais representam 0 €Ir0 padrdo das media.



significativa da relagio entre as contribuigdes da FBN e a abundancia relativa de ureidos no
periodo reprodutivo de D. ovalifolium, tal como tem sido observado para feijio de porco

(PEOPLES et al, 1989) e soja (HERRIDGE & PEOPLES, 1990),
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CAPITULO 3. Quantificacio da FBN por abundancia relativa de ureidos e
diluicao isotépica de N em Desmodium ovalifolium crescido em

vasos com solo.
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INTRODUCAO

PEOPLES ef al (1989) elaboraram um protocolo a ser seguido para estimar a contribuigao
da FBN atraves da aplicagdo da técnica de abundancia relativa de ureidos baseado, principalmente,
nos avangos desta técnica obtidos para a cultura de soja. Dentro deste protocolo, propde-se que 0
método de diluigdo iS?tépica seja o mais adequado para a obtengdo das curvas de calibragdo. Para
se ter um perfeito controle das formas de N disponiveis para a cultura, recomenda-se que a curva
de calibragio deva ser realizada em um meio isento de N como a areia lavada, ou a mistura desta a
uma certa quantidade de vermiculita. Este controle torna-se ainda mais importante quando as
estimativas dos solutos nitrogenados sio feitas em extratos de caule, pois a abundancia relativa de
ureidos & calculada pela relagéo entre ureidos e nitratos + ureidos.

Para solos com pH neutro a alcalino, onde praticamente todo o N mineral se encontra na
forma nitrica (KISSEL ez d/, 1985), a utilizagao da curva de calibragdo para quantificacdo da FBN
de caule ndo deve ser um problema (HERRIDGE et al, 1990). No

baseada na analise de extratos

entanto, quando se pensa €m solos das regides tropicais, maiores cuidados devem ser tomados
2

quando da interpretagao do resultados, principalmente em sreas de pastagens. A maioria dos solos
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izados em regides tropicaj
als s3o ¢
aracteristicamente acidos e de baixa CTC, condigdes estas

desfavoraveis a existéncia de nitrat
0 o solo (van RAIJ,
1991).

abundéncia relativa de ureidos ¢ a contribuigio da FBN (NEVES et al, 1985), trabalh i
3 , tra 0S mais

direcionados a elucidar a significincia deste efejto concluiram néo ser importante para esta espécie
(HERRIDGE e al, 1988; HERRIDGE & PEOPLES, 1990), Niio obstante, deve ser ressaltado
que este efeito ndo foi verificado para as leguminosas forrageiras que, em sua maioria, sio
consideradas promiscuas, nodulando com varias estirpes de Bradyrhizobium presentes no solo
(GILLER & WILSON, 1993).

Nesta etapa do estudo, objetivou-se averiguar o efeito da inoculagdo de D. ovalifolium com
Bradyrhizobium sp. sobre a contribui¢io da FBN e também, comparar estimativas da contribuigao
da FBN através do método de diluigdo isotopica de "N com as obtidas por abundancia relativa de

ureidos, através do emprego da curva de calibragdo obtida no experimento anterior (Capitulo 2).
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MATERIAL E METODOS

1. Implantag¢@o do experimento:

O experimento foi instalado na Estagao de Zootecnia do Extremo Sul da Bahia, pertencente
ao CEPLAC. Foi constituido de vasos com capacidade para 4kg de solo. O solo correspondia a
um podzdlico vermelho-amarelo, apresentando pH - 5,1; C - 10,1 g/kg; N total - 0,82 g/kg; Al -
0,2 cmol’kg, CatMg - 2,7 cmolkg; P (Mehlich I) - 7 mg/kg e K - 101 mg/kg. As espécies
utilizadas foram Desmodium ovalifolium cv Itabela, Panicum maximum cv. Centenario € arroz
(Oriza sativa) cv agulhinha. O plantio foi feito aos 14 dias do més de fevereiro, adicionando-se 9
sementes por vaso para o D. ovalifolium € o arroz & 15 sementes por vaso para P. maximum. Foi

feito um desbaste para 3 plantas por vaso para todas as espécies 1 més apos o plantio.

2. Tratamentos:

Foram utilizadas 4 repeticoes para 0S tratamentos utilizados € o experimento foi delineado

em blocos ao acaso.




;Oll'se uma II]lStUI'a de ‘l
ll p de SOI‘CO € S0 a que resultou num matenal 1
al]la o de Ie acao C/N 2 l €

enriquecimento de N igual 2 0,175 %, atomos de 15N
€m excesso. Assumiu-se que a relagdo C/N

al dicionada implicari : -
dap ha a plicaria em uma 1mob1hzaqﬁo inicial de N e em id
Se€guida uma mineralizacs
cdo

de N cuja magnitude dependeria da quantidade de palha adicionada ao sol (ALVES
P 0 , 1992).
Dessa forma adicionou-se a palha marcada com ®N nas taxas de 0,3%
? 0,

0,6%, 0,9% e 1,2% em
peso seco de solo (TFSA).

Outro fator foi a época de colheita. Foram feitas 5 colheitas, a cada 2 semanas, apés um

corte de uniformizagao realizado 1 més apoés o desbaste.

3. Amostragens:

No periodo da manha (9:00 a 12:00h aproximadamente), aos 14, 28, 42, 56 e 70 dias apos o
corte de uniformizacio, foram feitas as amostragens das plantas. Em cada época de colheita, as
plantas de cada vaso foram divididas em folhas, colmos (talos + peciolos) e em raizes. No caso de
P. maximum e do arroz, somente dividiram-se as plantas em raizes e parte aérea. No mesmo dia,
todo o material foi colocado em estufa para secagem a 65°C. Apds esta etapa foram tomados os

pesos secos de cada parte da planta e seguiu-se com a moager destas para analises poSteriores.

. e Ty 50-1 cidas em
Nos tratamentos de D. ovalifolium inoculado e D. ovalifolium nao inoculado cres

4 ita. O
solo com 0.3% e 1.2% de palha, foi feita uma amostragem de nodulos, a cada colheita. Os

‘ 5 i i iria seca.
nédulos foram secados em estufa a 65°C € depois determinada a matena



4. Analise quimica dag aMostras:

(URQUIAGA er al, 1992).

Foram preparados extrat ;
g 05 aquosos do material seco de colmos de 1) ovalifolium conforme

escrito na se¢ao 2.1, i
o d ¢ capitulo 1. Nestes €xtratos dosaram-se 2 fracdo nitrato, através da

oia de flux i 5 -
metodolog uxo continuo (segao 2.), a fragéo ureido (alantoina + 4cido alantoico), segundo o

descrito na se¢@o 2.3 do capitulo 1.

5. Calculos:

Os calculos de abundincia relativa de ureidos e da contribuigio da FBN por diluigdo
isotopica de 15N, tanto pelo método tradicional como pela simulagéo planta-planta foram feitos de

acordo com o apresentado no capitulo 1 e 2, respectivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ito d .

1. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento de ). ovalifolium, P. maximum e arroz

O acumulo de matéria seca pelas plantas de D. ovalifolium nio foi afetado
significativamente pelas diferentes quantidades de palha misturadas ao solo e, embora ndo seja
mostrado nenhum parametro comparativo, a inoculagdo com estirpes mais eficientes, para D.
ovalifolium, de Bradyrhizobium sp. também nio proporcionou uma diferenga significativa na
acumulagdo de matéria seca desta leguminosa (Figura 15A e 15B). Ja o crescimento de P.
maximum e arroz foi dependente da proporgdo da palha em relagio ao solo, ndo obstante a
variabilidade ter sido alta em algumas colheitas (Figura 16A e 16B). Neste sentido, pode-se dizer
que ambas as gramineas no tratamento 1,2% de palha aumentaram a sua quantidade de matéria

seca em relagdo as do tratamento 0,3% de palha ao final do experimento. Este efeito positivo da

palha pode ser atribuido a uma maior disponibilidade de N. A baixa relagdo C/N da palha,

independente da propor¢ao adicionada, foi importante para que todo o processo inicial de

N : ineralizaca do solo
decomposigdo, que implica em imobilizagio € posternor mineralizagio do N do

(BERENDSE & BOSATTA, 1984),
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Nio ¢ ‘
do a mineralizagio liquida f O € possivel saber ao certo, a partir de
quan 1quida foi 0 proce .
$s0 dominant .
€, porém provavel i
mente ja o era durante o

iodo experimental ; : o .
petigda SAI » € maior foi 2 dISPOmblhdade do N do solo quanto maior foi dad
or fol a quantidade de

palha adicionada.
alisando ai :

An nda os dados de aciimulo de matéria seca (Figuras 15A, 15B, 16A e 16B),
tanto as plantas de D. ovalifolium como g de P. maximum e de arroz tiveram um rapido
crescimento at€ aos 28 dias apos o corte de uniformizago. Dai em diante o crescimento reduziu-
se para D. ovalifolium e praticamente cessou para ambas as gramineas. A redugfo do crescimento
pode ser explicada por muitos fatores, entre eles a redugio da temperatura (HORIE, 1994) que se
observa na época do ano em que se realizou o experimento. Também, ¢ importante ressaltar que
haviam 3 plantas por vaso, cujo massa de solo usada pode ter sido insuficiente para fornecer toda
a demanda de nutrientes das plantas.

2. Avaliagdo da simulagio de actimulo de N e "°N pelas plantas

O comportamento de acumulagdo de N por D. ovalifolium, inoculado ou no, P. maximum
e arroz seguiu 0 mesmo comportamento observado para a matéria seca (Figuras 17, 18, 19 e 20,

respectivamente). Os dados de acumulag@o de N por P. maximum € arroz evidenciaram ainda mais

o efeito da adigio da palha marcada com 15N sobre a disponibilidade de N do solo. No caso do P.

i ) — ~
maximum, o tratamento com 1,2% de palha proporcionou um incremento de 51% na acumulaggo

. 0
de N em relagdio ao tratamento com 0,3% de palha, sendo este incremento de 80% para o arroz

(Figura 19A/19D e 20A/20D).
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palha marcada com “°N adicionada ao solo nas proporgdes de A - 0,3%; B - 0,6 %, C

0,9% e D - 1,2%. As linhas representam 0 resultado
de N (WITTY, 1983). As barras indicam o erro padrao da média.

do ajuste da equagao de acumulag@o
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Os coeficientes de determinacio on:
¥70 Obtidos para a simyaege 4o actmulo d
1!0 de N total situaram-se

Se entre
L inoculado; 0,72 ¢ 0,97 para D. ovalifolium nao inoculado: 0 89
’ inoculado; 0,89 e

0,08 para P. maximum e 0,80 a 0,99 para o arroz, Segundo BODDEY er o/ (1996), a variabilidade
dos dados devido a perda de N nas folhas senescentes € uma das causas dos baixos coeficientes de
determinagdo para as simulagdes de acumulagio de N, pois o modelo nio considera esta
possibilidade. Periodos de estresse hidrico e de temperaturas criticas para o crescimento da planta
também podem prejudicar o bom ajuste das curvas de acumulagio de N uma vez que estas
descrevem um crescimento continuo (MOHR & SCHOPFER, 1995). Nio obstante, em todas as
simulagSes neste trabalho, os ajustes mostraram coeficientes de correlagio significativos, na pior

das hipoteses (r = 0,85).
a-planta (ver Material e Métodos), estimou-se 0 N

BN do

Para testar o modelo de simulagdo plant

acumulado do solo por P. maxinmum a partir dos dados de acumulago diaria de N total e

= 1
5 e N por
a0z, ¢ vice-versa. Quando os dados didrios de acumulagdo de N total e recuperago de "N p
; 4 mineral do solo a cada
P. maximum foram utilizados para estimar O enriquecimento de N do N miner:

strou-se bem coerente com 4 acumulagdo de

ia, 3 estimativa do N retirado do solo por arroz mo

m excessao a0 tratamento 0,6% de palha onde a
0

N dosada na planta de arroz (Figura 21), ¢
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. tiva SUPETOU O observadg (g
stimat (Figura 21B), Gigng
0 util :
. . de ISN ut]llZQu_
enﬂque‘“mento do solo, o Tesultado fo; 1 is ¢ Aoz para simylar 0
ConSiStente N
- Nes

ghestimagdo do achmulo de N por P gy, (Fi ¢ €250 houve sempre uma
Sura 22) BODD
- BODDE

o 4§
yma 5ifuagao semelhante num teste ge Simulaggo pa ¢ al (1996) encontraram
2 50ja ndp-nog

tenha sido avaliada, deduziu- ulante e trigo, Embora nio

acomulo de N do trigo. Toda a argumentacio utij;

¢ lizada no trabalho de BODDEY et al (1996) nio
pode ser usada diretamente nos dados deste trabalho Pois, 0 experimento foi conduzido em vasos
¢ todo o solo foi marcado uniformemente. Deve-se levar em conta que a variabilidade dos
pardmetros analisados pode ter conduzido a curvas que nio representam o comportamento

esperado.

3. Quantificagiio da FBN para D. ovalifolium através da diluigio isotopica de *N
As estimativas da FBN para D. ovalifolium, inoculado ou nio, através da simulag¢do planta-planta

(Material e Métodos), para todos os tratamentos de palha sio mostrados nas Figuras 23 a 30.

: 5 di v rte de
Observou-se que a grande contribuigdo da FBN ocorreu até aos 35 dias apos o co

i 1 30,BeD).
uniformizagfio, sendo a méaxima contribuigao a0 redor dos 28 dias (Figuras 23a )

com estirpes de Bradyrhizobium sp. ndo proporcionou um
um

A inoculagzo de D. ovalifoli !
o PEOPLES et al. (1989) o género

i oy nd
incremento significativo da contribuigao da FBN. Segu
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| !
0 14 28 42 56 70 0 14 28 42 56 170

Dias ap0s corte de uniformizagao

Figura 21. Curva de aciimulo de N total, ajustada aos dados medidos (WITTY, 1983) e curva do
imada pela simulagdo planta-planta (BODDEY e?

de palha marcada com BN

N acumulado proveniente do solo, est

al, 1996), para plantas de arroz sob o efeito do tratamento

~ "R.06%: C-0,
adicionada ao solo nas proporgdes de A - 0,3%; B - 0,6%; C
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Figura 22. Curva de actimulo de N total, ajustada aos dados medidos (WITTY, 1983), e curva do

N acumulado proveniente do solo, estimada pela simulagZo planta-planta (BODDEY et
o efeito do tratamento de palha marcada

al, 1996), para plantas de P. maximum sob
B - 0,6%; C-09%eD -

com N adicionada ao solo nas proporgoes de A - 0,3%;

1,2%.
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Figura 23. Actmulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

D. ovalifolium inoculado para 0 tratamento de 0,3% de palha. A estimativa foi baseada

nos dados de acumulagdo diaria de N total e BN por P. maximum (A) e arroz ().

Também sio mostrados a quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base nos

dados de P. maximum (B) e arroz (D).



95

10—
A e
120 - B 3
9% N
s s
= — 2
—g 60
z g
) o
£ 30 -1 8
5 ks
0 )
g 150 L 1 g
C b 5 .2
Z 120 — L 4 _:g
S
90 /:\: - 3 g
i\
60 i\ e
/ \ il
30 _ \
e 0
0 I T T 1 TR S s aa ¥ -1

0 14 28 42 56 70 0 14 28 42 56 70

Dias apos o corte de uniformizagao

— Acumulagio de N pela planta
------- Estimativa do N proveniente do solo
—— - Quantidade de N fixado a cada dia estimado pelo modelo

Figura 24. Actimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

D. ovalifolium inoculado para 0 tratamento de 0,6% de palha. A estimativa foi baseada

nos dados de acumulagdo diaria de N total e BN por P. maximum (A) e arroz (C).

mostrados a quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base nos

Também sio
dados de P. maximum (B) € arroz D).
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Figura 25. Actimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

D. ovalifolium inoculado para o tratamento de 0,9% de palha. A estimativa foi baseada
nos dados de acumulagdo diaria de N total € 15N por £. maximum (A) e arroz (C).
Também sio mostrados a quantidade de N derivado da FBN 2 cada dia com base nos

dados de P. maximum (B) e aroz (D)-
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Figura 26. Acimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

D. ovalifolium inoculado para 0 tratamento de 1,2% de palha. A estimativa foi baseada

nos dados de acumulagio diaria de N total e N por P. maximum (A) e arroz (C).
Também sdo mostrados a quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base nos

dados de P. maximum (B) € arroz (D)
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Figura 27. Actimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

D. ovalifolium ndo-inoculado para 0 tratamento de 0,3% de palha. A estimativa foi

baseada nos dados de acumulaggo diaria de N total e "N por P. maximum (A) € arroz

(C). Também sdo mostrados 2 quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base

nos dados de P. maximun (B) € arroz D)
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D. ovalifolium ndo-inoculado para o tratamento de 0,6% de palha. A estimativa foi

acdio diaria de N total € 15N por P. maximum (A) e arroz

baseada nos dados

(C). Também séo mostrados a
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nos dados de P. maximum (B) e arroz D).
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acumulado proveniente do solo para plantas de

quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base
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D. ovalifolium nio-inoculado para 0 trat

baseada nos dados de acumulagao diaria de N total e N por P. maximum (A) e arroz

(C). Também s30 mostrados a quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base

nos dados de P. maximum (B) e arroz D).

100

Ndfa diaria (mgN/planta/dia)

Figura 29. Acimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

amento de 0,9% de palha. A estimativa foi
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Figura 30. Acimulo de N total e estimativa do N acumulado proveniente do solo para plantas de

D. ovalifolium ndo-inoculado para o tratamento de 1,2% de palha. A estimativa foi

baseada nos dados de acumulagdo diaria de N total e "N por P. maximum (A) e arroz

(C). Também sao mostrados a quantidade de N derivado da FBN a cada dia com base

nos dados de P. maximum (B) e arroz (D).



:_existéncia de estirpes izobi
pré irpes de Bradyrhizobiym Sp no sol
| | 0, uma vez que o solo utilizado foi
proveniente de uma area onde se cultivava D), ovalifolium ha 6 a
nos.

As estimativas de FBN obti -
BN obtidas utilizando-se arroz como testemunha do enriquecimento de

1 -
’N do solo foram as menores e situaram-se numa faixa de 45,5% a 50,7% do total de N

acumulado. Ja as estimativas com P. maximum foram um pouco maiores estando numa faixa de
49,3% a 68,9%.

Pelo teste da simulagdo feito entre P. maximum e arroz (Figuras 21 e 22), foi constatado
que a utilizagdo de arroz como testemunha do enriquecimento de *N do solo proporcionou uma
subestimativa da acumulagio de N por P. maximum. A hipotese de uma curva irreal ou para a
acumulagio de N ou para a recuperagio de "N, pode explicar os valores negativos de
contribui¢do da FBN observados na Tabela 4. Devido a isso é prudente continuar a discussao dos

dados tomando como base apenas os resultados obtidos com P. maximum como testemunha.

CADISCH ef al (1989) encontraram uma contribuicio da FBN para D. ovalifolium,

i iz0bi 3o se adicionou ao solo PK e
inoculado com Bradyrhizobium sp., de 44% num tratamento onde nao s

1 b o B sprio autor, a resposta a fertilizagdo
de 70% onde o fertilizante foi adicionado. Como comenta O proprio p

foi devida basicamente a fertilizagao com K. Nas condigdes deste experimento, © solo ja
oo limi ifolium cv Itabela, que
apresentava quantidades de nutrientes que nio seriam limitantes a0 D. ovalifolium q



é-existéncia de estirpes —
pr irpes de Bradyrhizobiyp, P 10 solo, uma vez ; fee
> ue o solo utilizado foi

proveniente de uma area onde se cultivava D, ovalifolium ha 6 ano
s.

As estimativas d : .
e FBN obtidas utilizando-se arroz como testemunha do enriquecimento de
1 5
’N do solo foram as menores e situaram-se numa faixa de 45,5% a 50,7% do total de N

acumulado. Ja as estimativas com P. maximum foram um pouco maiores estando numa faixa de
49,3% a 68,9%.

Pelo teste da simulagdo feito entre P. maximum e arroz (Figuras 21 e 22), foi constatado
que a utilizagdo de arroz como testemunha do enriquecimento de *N do solo proporcionou uma
subestimativa da acumulagio de N por P. maximum. A hipotese de uma curva irreal ou para a
acumulagio de N ou para a recuperagdo de N, pode explicar os valores negativos de
contribuigao da FBN observados na Tabela 4. Devido a isso ¢ prudente continuar a discussao dos
dados tomando como base apenas os resultados obtidos com P. maximum como testemunha.

CADISCH ef al (1989) encontraram uma contribuicio da FBN para D. ovalifolium,

. -y 30 se adicionou ao solo PK e
inoculado com Bradyrhizobium sp., de 44% num tratamento onde ndo se

v PTEE sorio autor, a resposta a fertilizagao
de 70% onde o fertilizante foi adicionado. Como comenta O prop P

165 i solo ja
foi devida basicamente a fertilizagao com K. Nas condigoes deste experimento, O j

que nao seriam limitantes ao D. ovalifolium cv Itabela, que

apresentava quantidades de nutrientes



para 0 tratamento de 1,2% de palha_

oram bem contrastantes (Tabe]
f ( a 4). Novamente se observam estimativas fora da realidade obtidas

utilizando-se arroz como teste
munha que certamente resuitaram de problemas com a curva de

ulacdo simulada. N
BRI esta tabela observa-se que o incremento da contribui¢do de N derivado da

FBN entre as épocas de colheita obtido a partir do método tradicional (MCAULIFFE et al, 1958)
ndo correspondeu ao observado na simulagéo. Observando-se os dados de quantidade de N fixado
a cada dia (Figuras 23 a 30, B), nota-se que a partir dos 35 dias a quantidade de N proveniente da
FBN chega a valores bastante baixos, acompanhando a redugo do crescimento da planta. Logo a
diluico de "N na planta que segue com a gradativa entrada de N, fixado (0% atomos "N em
excesso) € muito baixa apds os 35 dias. Isto faz com que a contribuigdo da FBN integrada por
periodos de 14 dias mostrada pelo método tradicional tenda a se reduzir apos este periodo, ou
seja, apds os 35 dias pouco N € acumulado pela planta porém com alta proporgdo do N
proveniente da FBN. Ainda na Tabela 4, ndio se observa consisténcia nas diferencas entre 0s

tratamentos de adi¢do de palha, o que indica que a maior disponibilidade de N devido a este

tratamento nio foi suficiente para inibir a atividade fixadora. Como mostrado no experimento

anterior para D. ovalifolium (capitulo 2), existe uma certa quantidade de N que deve estar

_ ic
disponivel no solo para que fixagdo de N2 s€ja afetada sem no entanto se extingul
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de nodulos esconde qualquer diferenca significati
cativa e .
o ntre o fato de se inocular ou ndo D.
ovalifolium, embora se observe uma pequena tenda
endenci 3 :
| Cla para uma maior quantidade de matéria
seca no tratamento inoculado. Valores de massa s 5
eca de nodulos por planta préximos as 400
mg/planta encontradas na segunda colheita d ]
es 3
L€ experimento somente sio esperados em plantas
bem noduladas e com nédulos bem maiores como os da soja (PERES e al, 1989)

4. Analise de solutos em extratos de caule de D. ovalifolium e sua relagao com a FBN
Durante as 4 primeiras semanas do experimento, as concentragdes de nitrato no extrato variaram
de 13,6 e 19,4 e pmoles/ML a 23,2 e 29,1 pmoles/mL, para D. ovalifolium inoculado e ndo-
inoculado, respectivamente. Estes valores cairam para cerca de 0,8 pmoles/mL na ultima
amostragem. Considerando que por ter sido um experimento conduzido em vasos, a umidade do
solo ndo tenha sido um fator limitante para o transporte dos solutos pela seiva (HERRIDGE,
1982a), os valores de concentragio de nitrato encontrados no extrato de caule indicam uma maior

acumulagiio desta forma de N nos primeiros 28 dias do experimento, que coincidiu com 0 periodo

de maxima acumulagio de N (Figuras 23 a 30 A e C). Em relagdo aos tratamentos de adi¢ao de

palha, os valores médios de concentragdo de nitrato no extrato também indicaram uma tendéncia a

um efejto positivo da adigdo de palha na quantidade deste elemento acumulada pela planta, sendo,

0e8,1 pmoles/mL; 6,8 € 7,9 umoles/mL;

para D. ovalifolium inoculado € ndo-inoculado, de 7,
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Figura 31, Variagao do peso seco de nédulos por planta de D. ovalifolium, inoculada ou ngo, sob
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o efeito de diferentes tratamentos de palha. As barras indicam 0 €rro padrio



13,9 pmoles/mL
11,2 € B €92e99 Hmoles/mL. pary o . 107
: rat
ge palha, respectivamente, Amentos de 0,3%; 0,6%; 0,9% e 1,2%

A concentragdo de ureidos man; -

S€ praticamente ¢
onstante
12,2 umoles/mL), em torno de 10,0 uM (9,8 a

com relagdo ao
volume de
€Xirato, para todos os tratamentos de adigiio de

faixa de 9,1 a 13,7 wmL.

Embora os valores abs : '
olutos de nitrato e ureidos presentes nos extratos de D. ovalifolium

tenham sugerido alguns efeitos dos tratamentos, a abundéncia relativa de ureidos representa o
melhor indicativo para se discutir a dependéncia da planta pela FBN (PEOPLES er al, 1989).
Comparando-se os valores de abundincia relativa de ureidos com a contribuigo diaria da
FBN para cada tratamento de palha encontraram-se altos coeficientes de determinagZo, tanto para
D. ovalifolium inoculado (Figura 32) como para ndo inoculado (Figura 33). No entanto deve-se
ressaltar que uma das razdes para os altos valores est4 na pequena quantidade de pontos para cada
comparagdo e também no pouca representatividade de um largo intervalo de dependéncia pela

FBN. Na maioria das situagdes, 0s pontos s€ agruparam proximo a 100% de contribuigéo da FBN

e apenas 1 ponto com valor mais baixo.

A partir da curva de calibragao obtida pelo ensaio em condigdes controladas (capitulo 2), €

possivel calcular as contribuig¢des obtidas da FBN (%Ndfa) para D. ovalifolium baseando-se na

- =T 30 se observou nenhuma
abundancia relativa de ureidos. Utilizou-s¢ fungdo linear uma vez que 1o S

inacd i j uadratico.
diferenca em relagio ao coeficiente de determinagao obtido no ajuste q



108

100 —
r=0,90 —
20 = ¢ I =0,96
A - . ’

:\j 60 -
- N
= 40
0 p—
=
3 201
ﬁ e
2
= 100 1 l | ; o
8 | |
S 80 r=0,96
(ES —
g D
3 60 _
<

40 | ! i

20 + L

0 1 ' ' | l | | |

0 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Contribui¢do da FBN diaria (%)

Figura 32. Correlagbes entre a contribuigao diaria da FBN e a abundancia relativa de ureidos em
D. ovalifolium, inoculado com Bradyrhizobium sp., obtidas para 0s tratamentos de

palha A - 0,3%; B - 0,6%, C - 0,9% e D - 1,2%. As barras representam o €Iro padrdo

da meédia.
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0,6%, C-0,9%¢€D - 1,2%. As barras repr

iva de ureidos em

amentos de palha A - 0,3%; B -

esentam o erro padrdo da média.
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pela simulag@o planta-planta observoy-

S¢ que tantg
- . Para o D, ovalifolivm : )
34) como pard 0 2o inoculado (Figur, 35 valfolium inoculado (Figura
> @ técnica de

) o abundancj i :
superestimou a contribuigio da FBN Ty cia relativa de ureidos
) valores de

%Ndfa, calculad
calibragdo, foram superiores a 100%, A Superestimati I
Perestimativa do %Ndfa se deve ao fato de que a

o entre ureidos e FBN foj dj
iferente Para as plantas de D ovalifolium crescidas em vasos
tendo solo (Figura 36 e 37 s
e s )- Esta diferenca poderia ser justificada por um efeito de estirpe
vez que a curva de calibracs LT 5 ’
uma q alibragdo utilizada foj obtida em substrato contendo areia e solucdo

. Va ’ I3
nutritiva. Nos vasos contendo solo ¢ possivel que a estirpe usada como indculo nio tenha sido

suficientemente competitiva em relagao as estirpes nativas no solo, o que poderia ser a explicagdo

da baixa resposta da nodulagdo (Figura 31).

NEVES et al (1985) mostraram que a composigio da seiva de plantas de soja se alterava
significativamente dependendo da estirpe que nodulava a planta. A composi¢do de ureidos
compreendeu 64 a 94% do total de N presente na seiva para plantas inoculadas com estirpes que
produziam muitos nodulos porém eram ineficientes e 38 a 72% do total de N da seiva para
estirpes que produziam poucos nodulos porém eram mais efetivas, embora a dependéncia pela
FBN tenha sido muito semelhante para ambas as simbioses. O efeito da estipre sobre a

composigﬁo da seiva’ conforme discute HERRIDGE & PEOPLES (1990), pode ser dependente da

forma com que se estima a abundancia relativa de ureidos. Estes autores testaram 21 estirpes

= ; i ientes € a
diferentes de Rhizobium e ndo mostraram qualquer relagdo entre estirpes mais efic

: . i i la relagao
composicdo nitrogenada da seiva. A abundéncia relativa de ureidos foi calculada pela ¢
t=)
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Figura 34. Correlagdo entre a contribuigao diaria da FBN estimada pela técnica de abundéncia
relativa de ureidos e pela técnica de diluigdo isotopica de N em D. ovalifolium,

inoculado com Bradyrhizobium sp, obtida para todos os tratamentos de palha e épocas

de colheita. Os pontos representam valores médios de 4 repetigdes. As barras verticais

representam a o €110 padrdo de cada ponto.



112

)
120

100 |

y=097x + 18,02
r?=0,.88

co
o
[

I
o
|

()
o
I

Contribuig¢do diaria da FBN - ureidos (%)
(@)
(@)
|

0 ] | | |
0 20 40 60 80 100 (x)

Contribuicdo diaria da FBN - diluiggo isotopica (%)

Figura 35. Correlagdo entre a contribuigdo didria da FBN estimada pela técnica de abundéncia

Sy e e S ;. 15 2 . =
relativa de ureidos e pela técnica de diluigo isotopica de N em D. ovalifolium ndo

inoculado, obtida para todos 0s tratamentos de palha e épocas de colheita. Os pontos

e 1cal ITO
representam valores médios de 4 repetigoes. As barras verticais representam a 0

padrio de cada ponto.
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Figura 36. Correlagdo entre a contribuigéo diaria da FBN estimada pela técnica de diluigdo

isotopica de 15N e valores de abundéncia relativa de ureidos para D. ovalifolium,

inoculado com Bradyrhizobium sp, o
de colheita. Os pontos representam valores médios de 4 repeticdes. As barras verticais

e cada ponto.

obtida para todos os tratamentos de palha e épocas

representam a o erro padrao d
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representam valores médios de 4 repetigOes. As barras Verticais representam

padrdo de cada ponto.



PEOPLES (1990).

Uma outra possibilidade para a superestimagdo da FBN para D. ovalifolium seria a
existéncia de um “background™ de ureidos que pode ter se originado de uma fonte diferente da
FBN (FUJTHARA et al, 1977). RICE ez al (1990) mostraram haver uma acimulo de ureido
(alantoato) na parte aérea de soja devido ao aumento de fertilizante fornecido como nitrato de
amonio. A acumulagdo de ureido foi cessada com a adiggo de alopurinol, inibidor da xantina
desidrogenase, presente nos nodulos e atua no processo de formagdo de ureidos. No entanto o

tamanho deste efeito é discutivel. PEOPLES et al (1988) mostraram que 0 fornecimento de N na

forma amoniacal para plantas de guandu (Cajanus cajan) inibiam a formagdo de ureidos tal como

ica oni icl mento da fragdo
0 nitrato, com a diferenga de que 2 adicio de aménio propiciou um au ¢

aminoacido.
i énci la FBN parece
A aplicacdo da curva de calibragéio para estimar a dependéncia das plantas pe P

senta nitrato COmMO forma de N mineral

1 apre
fincionar relativamente bem quando © solo ap

m estudo com plantas de soja, estes autores

predominante (HERRIDGE er al, 1990)- NV



o . sensibilidade para

; ncentragdes de urei

haixas CO ¢ 0s faz com que se chegue a um patamar de b banci
absorbancia comum a

ratos com 0es inferi
jodos 0s e€xt concentragdes inferiores aq limite de sensibilidade Nest
. Neste caso, a
sbunddncia relativa de ureidos fica somente dependent
€ da concentragdo de ni
€ mtrato no extrato.
Neste caso, as diferengas recairiam sobre os menores valores de contribuigio da FBN, resultando

em maior coeficiente angular da reta de regressio, trazendo maiores eros para a quantificagdo de

valores extremos de FBN.

Também € possivel que a curva de calibragdo obtida para condigdes controladas de
fertilidade, principalmente em relagdo as formas de N, seja muito contrastante com o que se
observa em solos tropicais sob pastagens. A presenga de amonio como uma fonte importante deN

para a planta face as condi¢des de baixo pH e baixa fertilidade podem ser fatores importantes para

modificar a relagio da composi¢do de N da seiva com 2 dependéncia do N proveniente da FBN.

. . ‘otdnel i re a
No entanto, enquanto néo se reinem informagdes para provar 2 existéncia destes efeitos sob

a FBN, a curva de calibragao

- . ) . ibuicdo d
relacio entre a abundéncia relativa de ureidos € a contribui¢

ara se estimar a FBN em D. ovalifolium baseando-se na

obtida em meio inerte deve ser utilizada p

PLES et al.(1989).
abundancia relativa de ureidos, tal como recopmendado por PEO
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CAPITULO 4. Avaliagdo da técnica de abundincia relativa de ureidos em

Desmodium ovalifolium cv Itabela, estabelecido no campo.
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INTRODUCAQ

Num grande programa para o manejo da FBN, nas regioes da Austrlia, Nepal e Paquistzo,
através de consorcios e rotagdo de culturas, a técnica de abundéncia relativa de ureidos foi
apontada como ferramenta para avaliar a eficiéncia do sistema simbidtico da leguminosa assim
como os fatores edafoclimaticos que interferem neste processo (HERRIDGE et al, 1994). O uso
da técnica de abundéncia relativa de ureidos esta relacionado a sua praticidade e possibilidade de
ser empregada a qualquer momento para avaliar o desempenho do sistema fixador da leguminosa,
a0 contrario das técnicas isotdpicas que exigem o estabelecimento de areas enriquecidas com "N e

testemunhas apropriadas (PEOPLES et al, 1989).

Virios estudos tem sido realizados no intuito de se saber o efeito da presenca da leguminosa

i - 1, 1994,
sobre a capacidade produtiva do pasto de graminea (VALLIS, 1977, CADISCH et al,

BODDEY et al, 1994). Com respeito a0 D. ovalifolium, esta leguminosa forrageira tem sido

: igacd i demonstraram
empregada em pastagens de Brachiaria humidicola, e as investigagdes realizadas

i do sistema (BODDEY et
um efeito positivo sobre o ganho de peso animal e sobre o ganho de N d
m i o total de N
al, 1994). Nzo obstante, esse aporte de N tem sido considerado com base n
’ . Nado obstante, |
que € proveniente da FBN. Experimentos

3 te N
acumulado pela leguminosa e pela proporgao des
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100, 0 ef2ity sazonai sobre a FBN

0y

sssume especial Importancia pois ao compr: TaTio dos pering
5 DENI0dos guenes o

| . umidos, a €poca fria e/ou de
huvas 1mphca 1 25180 de |
oouCas C plica UM maloT pasiejo de £2uminosas poic a
= PUIS €5125 representam uma erande
- 1 i f{ (*4 /i 1 1 1 ]
parcela da forragem verde em ofertz, principaimene em areas fortemente afetad
Tiemente aletadas com erandes

periodos de estiagem (MACEDO, 1995). Por ouro iado, em €pocas de elevadas temperaturas
- e

recipitagio a graminea retoma Seu pleno desenvoii i
orecip pleno desenvolvimento e passa a responder pela quase

torzlidade da dieta dos animais.

A temperatura e a umidade s3o importantes fatores que atuam sobre a atividade das estirpes
fixadoras de N,. Dados apresentados por JENSEN (1987) sugeriram que a redugdo da atividade
fixadora observada em plantas de ervilha crescidas no campo estava relacionada a periodos de
estresse hidrico. Segundo LAYZELL & MOLONEY (1994) o estresse hidrico pode estar

relacionado com deficiéncia no suprimento de O para 0s nodulos, gerada por uma maior

resisténcia a difusdo desta substdncia. Por outro lado citam-se também as hipoteses de que o

estresse hidrico proporcionaria uma diminuigio na capacidade respiratoria dos bacteroides e

. bai
também o declinio dos niveis de leghemoglobina (GUERIN et al, 1990). Dessa forma o baixo
a maior resisténcia a difusdo deste para

consumo de O, pelos bacteréides poderia justificar um

evitar uma inativacdo total da nitrogenase.



PEOPL

idos e a proporca ;
de ureid propor¢do do N derivado da FRN. Mais especific
amente no periodo que
compreende da floragdo ao enchimento de grios
> UMa mesma abundéncia relat i
elativa de ureidos
observada no periodo vegetativo representa uma maior proporgio da FBN

Para so avaliar a sustentabilidade da Pastagem a longo prazo torna-se importante quantificar

a contribuigdo da fixagao biologica de N (FBN) a leguminosa, e portanto o ingresso de nitrogénio

ao sistema solo/planta/animal.

Como visto anteriormente, a técnica de abundancia relativa de ureidos representa uma
alternativa quase que unica para se avaliar a contribui¢do da FBN para leguminosas que ja se
encontram em sistemas estabelecidos.

O tnico estudo onde se aplicou a técnica de abundancia relativa de ureidos para

quantificagio da FBN em condigdes de campo foi o publicado por HERRIDGE et al (1990). Foi

demonstrado para soja, uma alta correlagdo entre contribuigao da FBN obtida pela abundéncia

relativa de ureidos, com base na curva de calibragdo obtida por HERRIDGE & PEOPLES (1990),

Anci . ! luiram ser a
¢ 2 contribuiciio estimada pela técnica de abundancia natural de "N (delta "N). Concluir

ivel e pratica para S€ determinar a

Seni . ; ns
técnica de abundancia relativa de ureidos bastante S

contribuiao da FBN para soja em condigdes de campo.




itulos anteri
Nos capl ores desta tese, a5 altag COrrelages \ 121
Obtidas com g :
jonaram a abundéncia rejat; . curvas de calibragéio
que relacio atva de urejdog ®M extratos de gy
= € cau ee ac - T P
. i Seyshi 1 ontribuigdo da FB
Jor diluigdo isotopica de N para p, Valifoliu ¢ N

Tesci
tribuiciio d 1o em vasos em casa de vegetagéo,
qugerem que a contribuigdo da FBN para esty espécie ¢

ambém pode ser obtida de forma simples e

Dessa forma, objetivou-se aplicar a técnica ge abundancia relativa de ureido, a partir das

curvas de calibragao obtidas em areia e em solo e e uma primeira etapa comparar as estimativas
obtidas com a contribuicdo da FBN estimada por diluigio isotopica de N. Posteriormente
avaliou-se a contribuicdo mensal da FBN, através do D, ovalifo

lium, para um pasto consorciado

de Brachiaria humidicola e D. ovalifolium.



Nos capitulos anteriores desty tese, as altyg corre] 2
Cla

¢0es obtidag
: anci . Com as curvag de calibraca
que relacionaram a abundancia relativa de wreidos eqy bragdo
€

thatos de caule o .
s Eaicpia 1 € a contribuigio da FBN
por diluig0 isotopica de "N para p. Ovalifoliyy,

resci
o Scido em vagos em casa de vegetagiio,
qugerem que 2 contribui¢do da FBN Para esta espéce 4

ambém pode ser obtida de forma simples e

posSiV eis erTos na obtenq:ﬁo da curva de calibragz‘lo €m areja

Dessa forma, objetivou-se aplicar técnica de abundéncia relativa de ureido, a partir das

curvas de calibragdo obtidas em areia e em solo © €M uma primeira etapa comparar as estimativas
obtidas com a contribuicdo da FBN estimada por diluigdo isotépica de '*N. Posteriormente

avaliou-se a contribui¢do mensal da FBN, através do D, ovalifolium, para um pasto consorciado

de Brachiaria humidicola e D. ovalifolium.
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MATERIAL E METODOS

1. Comparagdo de métodos (ureidos x '*N)

O experimento foi instalado na Esta¢do de Zootecnia do Extremo Sul da Bahia (CEPLAC).

O solo correspondia a um podzoélico vermelho-amarelo, apresentando pH - 5,5; C - 12,3 g/kg; N
total - 0,92 g/kg; Al - 0,1 cmol/kg, Ca+Mg - 3,7 cmol/kg; P (Mehlich I) -3 mgfke e K - 119
mg/kg. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 5 repetigdes. Cada bloco
correspondeu a uma area de 54 m? (7,2 x 7,5m), sendo o plantio feito em sulcos distanciados
20cm um do outro. O bloco foi composto pelas espécies D. ovalifolium cv Itabela, Brachiaria
humidicola e Panicum maximum cv KK 16, as duas gramineas como testemunhas néo fixadoras de
No. As espécies foram estabelecidas em 3 faixas em cada parcela. Apos o estabelecimento das

plantas (2 meses apos o plantio) foi feito um corte de uniformizagdo e foi adicionado sulfato de

aménio marcado com N (0,1g *N m?) misturado com sacarose numa relaggo C:N de 10:1, para

proporcionar uma liberagdo lenta do 15N a fim de se obter uma marcagdo mais estavel do solo

(GILLER & WITTY, 1987).

Uma primeira avaliagdo foi feita no més de julho, 60 dias apos a adigdo de fertilizante
s 5 semanas fez a colheita. A parte
marcado com °N. As plantas sofreram um novo corte € ap



. ecimento de N par. o
enriqueé bara quantificaggg g, FBN pel

0 métodg tradicional o s
15\ (capitulo 2). nal de diluigao isotopica de

2. Avaliagao sazonal da FBN

rincipal objetiv i i0d
O princip jetivo deste experimento foi o ge Mostrar o quanto ¢ pratica a aplicacio da

técnica de analise de solutos do extrato de caule (seiva) para a quantificacdo da FBN em sist
1 S1stemas

ja estabelecidos no campo.

Para este experimento, foi utilizada uma area de pastagem de B.humidicola/D. ovalifolium
em piquetes, ja estabelecida desde 1988, onde vem se avaliando varios pardmetros zootécnicos da
forragem. O experimento foi composto de piquetes cuja area era suficiente para proporcionar 3
diferentes taxas de lotagdo animal (2, 3 e 4 animais/ha) e com 3 repetigdes.

Proximo aos piquetes se encontra uma estagao meteorologica de onde foram tomados dados

de precipitacdo e temperaturas (méxima, minima e média) mensais.

Nos meses que compdem final de inverno, primavera e verdo, foram avaliados a proporgao

de leguminosa no pasto € a proporgao de ureidos nos extratos de caule. Para a avaliagdo deste

" - : i 3 0 processo
{lltimo parametro, utilizou-se a curva de calibragao obtida em areia, uma vez que este €0 p
2

4oni Anci iva de ureidos.
padréo recomendado para a aplicagao da técnica de abundancia relati



do descrito no capitulo 2 e 3



125

RESULTADOS E Discussio
1.Comparagao métodos (ureidos x N)
Os resultados de dilui¢ao isotopica de "N mostraram uma contribuigdo da FBN D.
para o D.
ovalifolium que variou ao redor de 52% em janeiro e de 30 a 40% em julho, dependendo da

graminea usada como testemunha (Tabela 5).

A quantificagao da FBN em condigdes de campo, tomando como base a técnica de diluigao
isotopica de >N mostrou que, nas referidas condigSes, D. ovalifolium nio apresenta uma grande
dependéncia desta fonte de N (Tabela 5), confirmando observagdes anteriores (CADISCH et al.,
1989; VIERA-VARGAS, 1994). Embora a quantificagio da FBN estimada pela curva de

calibragiio obtida em areia tenha mostrado a mesma tendéncia das estimativas de diluigao isotopica

de N estes foram superestimados se comparados a0 método isotopico. Ja as estimativas obtidas

pelo método de abundancia relativa de ureidos, através das curvas de calibrag@o determinadas para

. imati N muito proximas
0 solo, inoculado ou ndo com Braajlrhizobzum sp, forneceram estimativas da FB P

das estimativas obtidas por dilui¢ao isotopica.



126

em areia (capitulo 2) ou em s (capitulo 3)

e Neste (ltimo caso sob inoculagdo ou
ndo com Bradyrhizobium sp. M¢dias de 5 repet

i¢des.
— s
i % Ndfa
Meés de
Amostragem ) Di'lUiQEO : Abundéncia Relativa de Ureidos
isotopica de °N
Curva areia Curva solo
el inoculado ndo inoculado
Janeiro 53,0 (9,2)° 71,8 (14,1)  52,1(12,3) 555(11,3)
52,6 (10,7)°
Julho 30,4 (9,8)° 492(12,6)  32,9(10,7) 32,1 (9,5)
40,6 (7,2)°

Valores entre parénteses correspondem ao erro padréo da meédia.
* B. humidicola como planta controle.
® P. maximum como planta controle.



- , parece existir
a certa relagao entre os d '
. c ados integrados e os dadog pontuais, embora ndo se tenha medid
] e tenha medido este

efeito. Ainda HERRIDGE & PEOPLES (1990) obtiveram excelente '

o ' s coeficientes de correlagdo
entre as determinagdes pontuais da abundancia relativa de ureidos e a propor¢io de N derivado da
FBN integrados em periodos de 7 dias. Tais fatos sugerem que para periodos de avaliagio ndo
muito prolongados e sem grandes estresses de origem climatica, é possivel que a abundincia
relativa de ureidos permaneca dentro de um patamar mais ou menos constante e permita refletir de
forma integrada a proporgdo de N derivado da FBN dentro deste periodo, tal como foi observado
por HERRIDGE et al (1990).

Com base no suposto acima, a curva de calibragiio obtida para solo parece ser a mais

adequada para se determinar a propor¢ao do N derivado da FBN presente em plantas de D.

ovalifolium. A inoculagdo nao propiciou grandes diferengas nas estimativas uma vez que ambas as

curvas para solo, inoculado ou nao, foram muito semelhantes. No entanto, as informagdes obtidas

. . . 5 das uma vez que seguem
no experimento em areia (capitulo 2) ndo podem ser despreza q gu

. i 1988; HERRIDGE
procedimentos j4 aplicados com Sucesso para varias especies (PEOPLES et al,

& PEOPLES, 1990; HERRIDGE ¢! @, 1996).
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2 Avaliagdo sazonal da FBN

s 1995, este
Fevereiro de ve ao redor de 30,

da matén
ateéria sec i
- e 2 NI0S piquetes com g menor taxa de
, .
» uma tendéncia 5 Ser men,
Of na maior t
axa de lotagio (4

jnimais/ha)

o se observaram efeitos significat;
N s significativos da taxa de lotag@o sobre as esti
estimativas de FBN. A

ontribuigdo da FBN para o D. ovalifolium (Fi
gura 38B) esteve ao red
or de 50% durante grande

eriodo avaliado, co 3
parte dop m exce¢do do encontrado no més de agosto quando a estimativa do
e G . 5. g

y;Ndfa foi de 35%. A baixa FBN coincidiu com a fase reprodutiva do D. ovalifolium, que para as
condicoes da regido, tem suas sementes amadurecidas no final de agosto. A queda na atividade da
FBN tem sido observada no periodo de enchimento de sementes para espécies leguminosas no
forrageiras (JENSEN, 1987), e uma forte hipotese para tal fato € a escassez de fotossintatos nos
nodulos ocasionada pelo dreno para o enchimento das sementes. Nio obstante, JENSEN (1987)
sugere também que a queda nas taxas de FBN possam estar relacionadas a periodos de poucas

chuvas. Com base nos dados de precipitagdo média mensal (Figura 38C), pode-se observar

também que as menores estimativas de o4 Ndfa estio associadas a periodos de baixa precipitagao,

sendo que a redugdo da FBN observada em janeiro € fevereiro ndo acompanhou 2 forte redugao

das chuvas.

menores contribuigdes da FBN foram observadas nos

Quanto a temperatura (Figura 38A) as
- LONEY (1994). No
periodos mais frios, 0 que concorda com O discutido por LAYZELL & MO (

scassez de chuvas; © regime de temperaturas man

periodo mais quente, onde se ObSETVOY malor €



129

quentes parece ter sido importante para atenuar os efeitos de estresse hidrico sobre o sistema

fixador.

Por outro lado, deve-se considerar que a baixa contribuigio da FBN para este periodo pode

ser apenas um artefato da curva de calibragio empregada que foi obtida somente para o periodo

de desenvolvimento vegetativo desta espécie.
Este experimento permitiu demonstrar a aplicabilidade da técnica de abundancia relativa de

ureidos para sistemas estabelecidos e a sua melhor utilizagio para D. ovalifolium dependera de

estudos direcionados a intervalos de tempo entre amostragens e curvas de calibragio para a fase

reprodutiva desta espécie.
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Figura 38. Médias mensais de temperatura (A) e precipitagéo (C), registradas na Estagao de

Zootecnia do Extremo Sul da Bahia (ESSUL/CEPLAC), e estimativas da contribui¢go

da FBN (%Ndfa) para D. ovalifolium (B), obtidas atraves
gundo a equagdo: ARU = 0,887(%Ndfa) - 2,107, onde

Dados médios de

da técnica de analise de

ureidos em extratos de caule se
(ARU) significa a abundéncia rel

9 repetigdes.

ativa de ureidos no extrato de caule.



131

CONCLUSOES GERAIS

- A analise de nitratos em extratos de colmos de D. ovalifolium através da metodologia de fluxo
continuo reduziu significativamente as interferéncias do extrato quando se inseriu a coluna de

resina trocadora de anions no sistema de analise em fluxo.

_ A analise de ureidos em extratos de caule de D. ovalifolium através da reagdo Rimini-Schryver
sofre interferéncia da matriz do extrato, porém o efeito ndo € aditivo. Se seguido o protocolo

especificado neste trabalho a metodologia oferece sensibilidade a pelo menos 10 nmoles de

alantoina/ mL de extrato.

- A avaliagdo durante o dia da abundéncia relativa de ureidos indica que este parametro € bastante

estavel durante o periodo de 7:00h as 19:00 para D. ovalifolium.

colmos de D. ovalifolium cv ltabela esta

- A abundéncia relativa de ureidos em extratos de

. dia.
diretamente relacionada com a proporqﬁo do N derivado da FBN acumulado a cada dia
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da FBN em Desmodium ovalifolium em estagio vegetativo, estabelecido no campo
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