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RESUMO

Substancias humicas extraidas de turfaassociadas com N-ureia: influéncia no
crescimento da cana-de-acucar e nas transformacdes do N no solo.

As substancias humicas (SH) podem alterar o crescimento das plantas bem
como estimular a absorcdo de nutrientes. A ureia é o fertilizante nitrogenado mais
utilizado na agricultura, porém, apresenta baixa eficiéncia de uso. Sabe-se que as
substancias humicas podem aumentar a eficiéncia de uso da ureia por meio de
efeito bioestimulante no crescimento radicular. Somado a isso, as SH atuam nas
bombas de préton das raizes estimulando a absor¢cdo de nitrogénio e também
alteram a dinamica de hidrdlise e mineralizagdo do N-ureia. O objetivo deste trabalho
foi verificar se as SH extraidas de turfa, associadas ou ndo ao N-ureia, alteram as
transformacdes do N-ureia no solo, assim como o crescimento radicular e da parte
aérea no desenvolvimento inicial da cana-planta. Nesse sentido, foram instalados
dois experimentos em casa de vegetacdo, um com a presenca de plantas para aferir
pardmetros morfolégicos e nutricionais e outro, sem plantas, para verificar a
dindmica de hidrélise e mineralizacdo do N-ureia. Os experimentos foram planejados
em delineamento experimental inteiramente casualizado com 16 tratamentos e cinco
repeticdes, correspondendo a um esquema fatorial completo com quatro doses de
nitrogénio na forma de ureia: 0; 100; 200 e 300 mg dm™ e quatro doses de SH: 0;
13,8; 27,6; 41,7 mg dm™ de C, e o experimento sem plantas utilizando o mesmo
delineamento porém com 3 repeticbes e andlises feitas em duplicatas. As
substancias humicas aumentaram a hidrélise da ureia elevando a concentracdo de
NH,;" no solo. O processo de nitrificagdo da ureia foi reduzido na presenca das
substancias humicas. As aplicacdes isoladas de N e SHs estimularam o crescimento
radicular e da parte aérea da cana-de-acUcar, bem como modificaram as
caracteristicas morfolégicas das raizes e parte aérea da cana-planta. A associacdo
dos produtos resultou em decréscimos no crescimento vegetal devido as altas
concentracbes de amodnio causadas pela maior hidrolise da ureia e também atuaram
na reducdo do acumulo e teor de nitrogénio na planta. Tanto a ureia quanto as SHs
se mostraram eficientes no estimulo do crescimento inicial da cana-de-aglcar, no
entanto, devido as altas doses de N-ureia utilizadas, o possivel efeito sinérgico dos
produtos néo foi verificado.

Palavras-chave:Saccharumspp; Hidrélise da ureia;Crescimento radicular; Cana-
planta; Parte aérea;Nutricdo da planta;Dinamica de raizes
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ABSTRACT

Humic substances extracted from peat associated with N-urea: influence
on sugar cane growth and N transformations in soil

Humic substances (HS) can alter plant growth and stimulate the absorption of
nutrients. Urea is the most widely used nitrogen fertilizer in agriculture, however, has
low use efficiency. It is known that humic substances can increase the efficiency of
urea through bio-stimulant effect on root growth. Added to this, the SH proton pumps
operate in the roots stimulating the uptake of nitrogen and also alter the dynamics of
urea’s hydrolysis and mineralization. The aim of this study was to verify whether the
HS extracted from peat, associated or not with N-urea, alter the dynamics of
transformation of urea-N in the soil and the growth of roots and shoots in the cane-
plant cropcycle. In this direction, two experiments were carried out in a greenhouse,
with the presence of plants to assess morphological and nutritional parameters and
one without plants, to verify the dynamics of hydrolysis and mineralization of N-urea.
The experiments were designed in a completely randomized design with 16
treatments and five replications, corresponding to a full factorial design with four rates
of nitrogen as urea: 0, 100, 200 and 300 mg dm™ and four rates of HS: 0, 13.8, 27.6,
41.7 mg dm™ C, and experiment without plants using the same design but with three
replications and analyzes performed in duplicates. The humic substances increased
hydrolysis of urea by raising the concentration of NH4" in soil. The nitrification of urea
was reduced in the presence of humic substances. Individual applications of N and
SHs stimulated root and shoot of sugar cane growth and modified the morphological
characteristics of roots and shoots in the crop cycle of the cane-plant. The
association of the product resulted in decreases in plant growth due to high
ammonium concentrations caused by increased hydrolysis of urea and also reduced
accumulation and nitrogen content in the plant. Both urea and the SHs were effective
in stimulating early growth of sugar cane , however , due to high doses of N-urea
used, the synergistic effect of the products has not been verified.

Keywords:Saccharum spp; Hydrolysis of urea;Root growth;Cane-plant; Shoots;Plant
nutrition;Root dynamics
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1 INTRODUCAO

Com o aumento progressivo da adoc¢do das substancias hdmicas como
promotoras de crescimento pelos produtores rurais (CANELLAS et al., 2012), muitas
fabricas de fertilizantes estdo redirecionando suas producdes para fabricacdo de
bioestimulantes utilizando como base os acidos humicos e alguns outros compostos
organicos (TREVISAN et al., 2010).

Muitos resultados relacionados ao uso das SH sdo atribuidos aos efeitos
caracteristicosde horménios vegetais, principalmente as auxinas, no inglés
conhecido como “Auxin-LikeEffects” (MUSCOLO et al., 1999). Esses efeitossdo
caracterizados pelo estimulo do enraizamento e, geralmente, impactam
positivamente na producdo da parte aérea (MARQUES JR. et al., 2008; NARDI et
al., 2009; MORA et al., 2010).

Simultaneamente ao efeito hormonal, quando os vegetais sdo submetidos as
SH, verificam-se maiores atividades das bombas de protons dasraizes, importante
via de absorc¢éo de nutrientes das plantas, contribuindo para o aumento da absorcéo
de nutrientes (QUAGGIOTTI et al., 2004; ZANDONADI; CANELLAS; FACANHA,
2007). Sendo assim, o uso desse produto pode aumentar a eficiéncia dos
fertilizantes utilizados nas culturas agricolas (ZANDONADI et al., 2013).

Além do efeito na planta, as substancias humicas geram efeitos positivos na
estrutura e fertilidade do solo, aumento da disponibilidade de nutrientes, reducéo da
toxidez por aluminio e também na remediacdo de solos contaminados com metais
pesados (ROCHA; ROSA, 2003; CANELLAS et al., 2005).

Os fertilizantes nitrogenados caracterizam-se como os fertilizantes de maior
custo energético em sua obten¢do, uma vez que é necessaria grande quantidade de
energia na transformacéo do N, atmosférico em fontes nitrogenadas para as plantas
(FRANCO; SARAIVA NETO 2008).Aléem do custo energético existe também o custo
ambiental da inadequada utilizacdo da adubacédo nitrogenada. A baixa eficiéncia da
fertilizagdo nitrogenada pode contaminar lengéis freéticos e a atmosfera (ZHANG;
TIAN; ZHANG, 1996; ASMAN; SUTTON; SCHJORRING, 1998). Nesse sentido a
viabilizacdo de tecnologias que aumentam a eficiéncia da adubac&o com fertilizantes
nitrogenados sao de grande importancia para o estabelecimento de uma agricultura

sustentavel com melhor uso dos recursos naturais.
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Verificar a hipétese de que as SH incrementam a eficiéncia de absorcédo do
nitrogénio é importante uma vez que pesquisas indicam que substancias humicas
promovem maior crescimento radicular e aumentam a capacidade de absorcéo de
nutrientes, assim como aumentam a atividade das bombas de protons.

Outro assunto ainda ndo compreendido amplamente é a associacao da ureia,
fertilizante nitrogenado mais utilizado, com as SH no que diz respeito a dindmica da
hidrolise do fertilizante, bem como, transformacdo do N-ureia em outras formas
minerais de N, tais como, NH;" e NO3. Esse estudo sugere algumas questdes:
Como as SH alteram a hidrdlise da ureia (para posterior transformacéo em NH," e
NOj3’), ocorre estimulo ou supressédo? Qual o efeito das SH na transformacdo do N-
ureia em NH,;" e NOs3’; existe predominio de alguma forma do N mineral?

Este trabalho objetivou avaliarse as SH extraidas de turfa associadas ou nao
com N-ureia modificam o crescimento do sistema radicular e da parte aérea da cana-

de-aclcar, assim como, a dindmica do N no solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Adubacéao nitrogenada e sistema radicular da cana planta

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agulcar representando 25% da
producdo mundial de acucar e 20% do etanol (FAO, 2012). Nas exportagdes, 0
Brasil responde por 50 %do acucar e 20% da de etanol. Existem mais de 430
unidades de producédo de acucar e alcool com cerca de 1,2 milhdo de trabalhadores
dedicados a este agronegocio (JANK, 2012).Segundo previsdes da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013), a area destinada ao cultivo da cana-de-
acucar na safra 2013/2014 sera de 9 milhdes de hectares, com producéo estimada
em 660 milhdes de toneladas de colmos.

Historicamente as produtividades obtidas na cultura da cana-de-acucar tém
aumentado. Segundo Nykoet al. (2013), de 1975 até 2010 a produtividade média
dos canaviais variou de 45 t ha™* para valores préximos a 80 t ha™. O autor atribuiu
tal incremento aos avancos tecnoldgicos obtidos apés o Proalcool. Um dos fatores
fundamentais para estes avancos foi a questao nutricional das plantas, por meio do
aumento da utilizacao de corretivos agricolas e de fertilizantes.

O nitrogénio é um componente essencial das proteinas, acidos nucleicos,
clorofila e muitos outros metabdlitos secundarios, por isso, é requerido como um
macronutriente no crescimento vegetal (LUO et al., 2013). A auséncia de nitrogénio
limita o crescimento vegetal e sua baixa disponibilidade causa reducéo da divisao e
expansao celular, da area foliar e fotossintese (CHAPLIN, 1980).

A resposta da cana planta a adubacdo nitrogenada € baixa. Azeredo et al.
(1986) verificaram resposta para adubacgéo nitrogenada de plantio em apenas 19%
dos 135 experimentos analisados. Na mesma linha de estudo, Cantarella e Raijj
(1985) observaram, em 81 ensaios realizados no Estado de Sao Paulo, resposta em
menos de 40% quanto a adubacgdo nitrogenada de plantio. As baixas respostas
observadas tém como principal justificativa a mineralizacdo do nitrogénio organico
do solo intensificado ap6s 0 manejo do solo pré-plantio, uma vez que as operacoes
oxigenam o solo auxiliando na mineralizacdo do N organico (CANTARELLA,
TRIVELIN; VITTI, 2007).

Por outro lado, em experimentos desenvolvidos em vasos com solos arenosos,

Trivelinet al. (2002) e Bologna-Campbell et al. (2013), observaram aumento linear na
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massa da parte area, sistema radicular e no acumulo de nitrogénio relacionados com
a adubacédo nitrogenada de plantio. Em experimentos de campo, Sampaio et al.
(1987) e Otto et al. (2009) verificaram que a adubacdo nitrogenada de plantio
favoreceu o crescimento e incremento da biomassa do sistema radicular. Segundo
Otto (2007), existe evidéncias que a resposta da cana-planta a adubacédo
nitrogenada esteja relacionada com o desenvolvimento do sistema radicular, com
incrementos na produtividade da cana-planta e também como fonte de reserva
nutricional para as soqueiras subsequentes.

Sao poucos os trabalhos com cana-de-aclcar em que é investigado o sistema
radicular quanto a biomassa vegetal produzida. Sdo ainda mais escassos trabalhos
gue além da avaliacdo da biomassa, procuram caracterizar morfologicamente o
sistema radicular, quanto a area superficial, comprimento e diametro médio das
raizes. Tais lacunas no conhecimento a respeito do sistema radicular sdo um
impedimento para o desenvolvimento de estratégias visando a melhoria e
incrementos no sistema radicular (SMITH; INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005). E
importante que estudos do desenvolvimento da cana-de-acucar busquem esclarecer
também o que ocorre com a parte subterranea da planta.

Segundo o artigo de revisédo sobre o crescimento e funcao do sistema radicular
da cana-de-acucar de Smith, InmanBamber e Thorburn (2005), o desenvolvimento
do sistema radicular é iniciado logo apds o plantio. Inicialmente surgem as raizes do
colmo (Figura 1) que emergem do anel radicular que fica abaixo da gema que
originard os primeiros perfilhos. As raizes do colmo sao finas e altamente
ramificadas e tem como funcéo suprir a necessidade da cana-de-agucar durante as
primeiras semanas de desenvolvimento. Logo apés a emergéncia das raizes do
colmo, surgem as raizes do perfilho as quais tem origem na base dos perfilhos em
desenvolvimento (Figura 1). As raizes do perfilho sdo mais grossas e mais tenras
gue as raizes do colmo, porém sdo menos ramificadas. As raizes do perfilho
constituem o principal sistema radicular da cana-de-actcar (van DILLEWIJIN, 1952*
apud SMITH; INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005) e apds a senescéncia das

van DILLEWIIN, C. Botany of sugarcane. Waltham: ChronicaBotanics, 1952. 371 p.
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raizes do colmo, que ocorre entre 60-90 dias (GLOVER, 1967? apud SMITH;
INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005), atendem a demanda por agua e nutrientes
da planta.

Nesse sentido é interessante estimar as modificacdes morfoldgicas do sistema
radicular e parte aéreada cana-planta em desenvolvimento inicial, relacionado com a
fertilizacdo nitrogenada de plantio e adicdo de substancias humicas. Também ha
necessidade de avaliar o acumulo de nitrogénio nos diferentes compartimentos da

planta bem como a eficiéncia da utilizac&o do fertilizante.

Perfilho
secundario

Raizes do
perfilho

Y S S AX 4 ..
//\ "v‘" 2. »‘IL \

(| PG ST
% / }!J/‘;" ',,nt’f‘”\k o
{/ [P CRANT T
[ SERVA

v //A\) "/\%’/ Raizes do
’L G,\ colmo

Figura 1 - Representacdo do desenvolvimento inicial do sistema radicular da cana-de-

acucar,apresentando as duas principais classes de raizes do inicio do desenvolvimento:
as raizes finas que emergem do colmo (raizes do colmo) e as raizes mais grossas que

tem origem na base dos perfilho (raizes do perfilho) (SMITH; INMAN BAMBER,;
THORBURN, 2005)

’GLOVER, J. The simultaneous growth of sugarcane roots and tops in relation to soil and climate. In:
CONGRESS OF THE SOUTH AFRICAN SUGAR TECHNOLOGY ASSOCIATION, 41., 1967, Durban.
Proceedings... p. 143-158.
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2.3 Efeitobioestimulante das substancias humicas

Diversos estudos confirmaram a hipotese do efeito direto das substancias
hamicas no crescimento vegetal de diversas culturas, tais como: abobora (Mora
2010), alface (ARANCON et al., 2012), cenoura (MUSCOLO et al., 1999), tomate
(ADANI et al., 1998; ARANCON et al., 2012), milho (NARDI et al., 2000; CANELLAS
et al., 2002, 2013) e cana-de-agucar (GOVINDASMY; CHANDRASEKARAN, 1992;
MARQUES JR. et al., 2008).

Um dos efeitos diretos mais caracteristicos das SHs ocorre, em particular, no
sistema radicular das plantas, com o desenvolvimento de raizes laterais (CANELLAS
et al., 2002; ZANDONADI; CANELLAS; FACANHA, 2007; CANELLAS et al., 2008,
2012; JINDO et al., 2011; AGUIAR et al., 2013). Segundo Canellaset al. (2012), as
raizes laterais de monocotiledéneas sdo emitidas a partir das raizes principais e
aumentam de forma expressiva a area superficial total das raizes, propriedade
responsavel por aumentar o contato com o solo, e consequentemente, a absorcéo
de agua e nutrientes.

Outro possivel mecanismo pelo qual as substancias humicas estimulam o
crescimento vegetal é parcialmente conhecido e estudado (TREVISAN et al., 2010).
Canellaset al. (2002) verificaram que as SHs ativam as bombas de prétons
H*Atpases presentes na membrana plasmatica das células radiculares, ocorrendo
assim, incremento da extrusdo de H'no apoplasto. A extrusdo de H* promove a
reducdo do pH e, como resultado, ocorre a ativacdo das expansinas, enzimas que
atuam no rompimento das pontes de hidrogénio da parede celular levando a um
afrouxamento da mesma (CANELLAS et al., 2005). Tal afrouxamento associado com
a pressao de turgescéncia interna leva ao alongamento das células, processo esse,
irreversivel, denominado de crescimento acido, tipico das auxinas (RAYLE;
CLELAND, 1992).

Substancias parecidas com hormdnios vegetais (Hormone-likesubstances, em
inglés), bem como, hormdnios vegetais (a exemplo do &acido indol-acético: AlA) ja
foram identificadas fazendo parte das SHs (MUSCOLO; CUTRUPI; NARDI, 1998;
PIZZEGHELLO; NOCOLINI; NARDI, 2001; CANELLAS et al., 2002; QUAGGIOTTI,
2004; GAO et al., 2011). Isso € importante uma vez que a promoc¢ao do crescimento

vegetal pelos &cidoshumicos tem sido atribuida a acdes similares a
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horménios,devido & promogdo do desenvolvimento e proliferagdo dasraizes,
resultando em absor¢do mais eficiente de agua enutrientes (RIMA et al., 2011).

Os vegetais, de forma geral, por meio da exudacédo de acidos organicos, sao
capazes de mobilizar a conformacgéo supramolecular dos acidos humicos (NARDI et
al., 2000; RIMA et al., 2011), liberando moléculas de menor tamanho, tais como AlA
e outros compostos estimulantes. Rima et al. (2011) observaram que a adicao de
acido citrico, importante acido organico presente nos exudatos radiculares,
promoveu o0 rompimento da associacdo supramolecular das SHs, tornando as
moléculas bioativas, presentes nos agregados humicos, mais acessiveis aos
receptores celulares da raiz.

Canellaset al. (2012) estudando as caracteristicas quimicas das substancias
hamicas com objetivo de observar os efeitos na inducdo de raizes laterais de
plantulas de milho, verificou que apenas duas caracteristicas quimicas explicaram
88% de estimulo do crescimento radicular. Por meio de analise estatistica
multivariada os autores verificaram que os acidos humicos com maiores quantidades
de carbonos de grupos alifaticos com oxigénio ligado, referente ao sinal de 40-
110ppm na ressonancia magnética nuclear (RMN), bem como, o indice de
hidrofobicidade (relacdo entre o grau hidrofébico e grau hidrofilico do AH) sédo as
principais caracteristicas no que diz respeito ao efeito bioestimulante no crescimento
radicular. Desse trabalho foi possivel inferir, com a utilizacdo da andlise de RMN, se
o AH proveniente de SH, tem a propriedade de estimular o crescimento radicular
com a emisséo de raizes laterais.

A avaliacdo do potencial das SHs sobre o crescimento e desenvolvimento
vegetal de culturas de interesse agrondmico tem sido explorada em experimentos de
casa de vegetacdao (FACANHA et al, 2002; CHEN; CLAPP; MAGEN, 2004,
CANELLAS; FACANHA, 2004; MARQUES JR. et al., 2008). Nesses experimentos
tém sido observados resultados que refletem a aceleracdo das taxas de crescimento
radicular, incremento de biomassa vegetal e alteragbes na arquitetura do sistema
radicular (MARQUES JR. et al., 2008). Marques Jr. et al. (2008), trabalhando com
minitoletes de cana-de-acucar em casa de vegetacdo, observou incrementos na
massa seca da parte aérea e da raiz, no comprimento e na area radicular nos

tratamentos com acido himico em relacéo ao controle.
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Nesse sentido, fundamentando-se na teoria e observagfes do efeito
bioestimulante das SHs, faz-se necessario avaliar quais as consequéncias positivas
proporcionadas por essas substancias. Para tanto, € valido avaliar o incremento e
mudancas na morfologia radicular, o0 aumento da producdo da parte aérea da planta

e também incremento na eficiéncia do uso dos insumos, tais como os fertilizantes.

2.4 Substancias humicas e dindmica do nitrogénio na interface solo-planta

Finck (1986) avaliou que os fertilizantes, dentre os insumos agricolas
essenciais para o desenvolvimento das plantas, sdo o0s responsaveis pela maior
fracdo do consumo energético fossil durante o processo produtivo. Segundo Franco
e Saraiva Neto (2008), a producéao de fertilizantes representa cerca de 1% de todo o
consumo mundial de energia, sendo que 93% desse total sdo utilizados para
producgéo de fertilizantes nitrogenados, tais como a ureia. Nesse sentido, somando-
se a questdo ambiental causado pelo uso inadequado de fertilizantes nitrogenados,
fica evidente a necessidade de desenvolvimento de tecnologias e/ou manejos que
visem o0 aumento na eficiéncia e uso racional desses insumos.

Uma das possibilidades de ganhos em eficiéncia de uso da ureia pode ser a
utilizagdo do fertilizante associado as substancias humicas. Zheng, 19913 apud
Donget al. (2008) observou efeito sinérgico na associacdo de acidos humicos
provenientes de Lignito (carvdo mineral) com ureia, em relacédo a aplicacdo apenas
de ureia convencional. No entanto, pouco se sabe a respeito do mecanismo pelo
gual os acidos humicos auxiliam no aumento da eficiéncia do uso do N-ureia.

Segundo Malavolta (1981) quando adicionada ao solo a ureia € rapidamente
convertida em carbonato de aménio. Devido a instabilidade do carbonato de aménio
em meio de pH acido, o mesmo decompde-se em aménia e gas carbdnico. A amoénia
produzida, na presenca de agua e em pH acido € protonada, transformando-se em
amonio. A velocidade desta sequencia reativa depende, inicialmente, da urease que
€ a enzima gque ativa a hidrélise da ureia. A urease é uma enzima extracelular
produzida por bactérias, actinomicetos e fungos do solo e também é originada de
restos vegetais (REYNOLDS; WOLF; ARMBRUSTER, 1985).

3ZHENG, P. The application and production of peat humic acids. Beijing: Chemical Industry
Press, 1991.
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Donget al. (2008) estudaram o efeito de acidos himicos de origem de carvao
mineral, na atividade e estabilidade da urease. No estudo foi observado que a
atividade da urease foi menor quando a enzima esteve associada com o0s acidos
hamicos do que quando estava livre. A reducéo da atividade da urease pode reduzir
a velocidade da hidrélise da ureia, assim retarda e reduz as perdas por volatilizacéo,
bem como, permite o deslocamento da ureia para horizontes mais profundos do solo
(CARMONA et al., 1990).

Em adicdo a possibilidade de reducédo na atividade da urease, as substancias
hamicas por meio do seu potencial de adsor¢cdo, conseguem regular a
disponibilidade de NH3; gerada na hidrélise da ureia (MACKOWIAK et al., 2001).
Vérios trabalhos indicam que o NHj3; pode ser fixado abioticamente a matéria
organica do solo, lignina, turfa ou carvdo (NOMMIK; VATHRAS, 1982; LAPIERRE
al., 1994). Nesse sentido o NH3 pode ser incorporado aos radicais organicos das SH
auxiliando na reducéo de perdas do fertilizante.

Apoés a hidrolise da ureia, a aménia ou amonio € rapidamente oxidada a nitrito
e posteriormente a nitrato. Dois grupos de bactérias autotréficas, Nitrosomonas e
Nitrobacter, sdo as principais responsaveis pela oxidacdo da amodnia, sendo a
primeira responsavel pela transformacdo da amodnia a nitrito e a segunda pela
oxidacdo do nitrito a nitrato. Donget al. (2009), verificaram que houve reducdo da
populacao de bactérias que oxidam o aménio quando houve aplicacdo da ureia com
SHsem relacéo a aplicacdo isolada de ureia. No mesmo trabalho foi verificado que
houve menor nitrificacdo quando a ureia esteve associada com SHSs, indicando que
as SHs mantém o nitrogénio na forma amoniacal.

Além do efeito das SH na dindmica da transformacéo do N-ureia no solo, as SH
também atuam na disponibilidade e absor¢cdo do nitrogénio no sistema radicular da
planta. Visando analisar o aumento da atividade da H*-ATPase por meio do uso de
substancias humicas, Quaggiotti et al. (2004) estudaram a absorcdo de nitrato.
Sabe-se que a principal via para absorcdo do nitrato é o co-transporte com ions H;
além disso, sabe-se, também, que o aumento na absor¢do de nitrato ocorre
paralelamente a elevacdo nos niveis de expressdo da H'-ATPase na membrana
plasmatica e de sua atividade (CANELLAS et al.,, 2005). No estudo, Quagiottiet
al.(2004) mostraram que o uso de substancias humicas estimulou a absor¢do de

nitrato nas raizes, bem como, o acumulo do anion nas folhas de milho. Nesse
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estudo, Quaggiottiet al.(2004) verificou que houve aumento, com 0 uso de
substancias himicas,da transcricio génica do gene Mha2, isoforma da H*-ATPase
nas raizes, bem como, aumento da expressao do ZmNrt2.1, gene que codifica um
transportador de alta afinidade para o Nitrato na parte aérea das plantas de milho.
Dessa forma € possivel observar o estimulo das substancias humicas no sentido do
aumento da eficiéncia do uso do nitrogénio no sistema, principalmente do nitrato,
forma mineral mais abundante nos solos tropicais de alta drenagem.

Em suma, € interessante que estudos sejam desenvolvidos no sentido de
verificar se as substancias himicassao capazes de alterar a dindmica de hidrélise da
ureia e as transformacdes das formas minerais do nitrogénio no solo, bem como
aumentar a disponibilidade do N-ureia e eficiéncia de absorcdo do nutriente pela

planta.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Experimentoem Casa de Vegetacao

3.1.1Instalacao, delineamento experimental e conducgéo

Foi instalado experimento em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncias
do Solo da ESALQ/USP, em Piracicaba, Estado de Sao Paulo, durante os meses de
Abril e Julho de 2013 comocultivar RB855453 de cana-de-agucar.

O cultivar RB855453 foi escolhido devido a sua participacdo entre 0os mais
plantados no Estado de S&o Paulo. Segundo Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro - RIDESA (2012), o cultivar RB855453
correspondeu as 32 (7,8% da area total, totalizando 240 mil hectares) e 42 (6,1% da
area total, totalizando 33 mil hectares) coloca¢des em cultivo e plantio no Estado de
Sao Paulo, respectivamente. Outro fator determinante para a escolha do cultivar foi a
alta exigéncia em ambiente (RIDESA, 2010), uma vez que era desejado obter
respostas mais evidentes entre tratamentos.

Para instalacdo do experimento foram utilizados vasos plasticos de 16 dm?,
completados com 14 dm>de areia lavada como substrato. A caracterizagéo quimica
do substrato encontra-se na Tabela 1 e é referente a média de trés amostras
enviadas para o Laboratério de Analises de Solo do departamento de Ciéncia do
Solo da ESALQ/USP.

A escolha da areia lavada como substrato foi definida, devido ao menor
estoque de nutrientes, especialmente o Nitrogénio, que foi objeto do estudo. E
importante observar que os teores de nutrientes mostrados na Tabela 1, foram mais
baixos que o limite de deteccdo dos aparelhos adotados nos métodos, indicando que
realmente o estoque inicial era baixo.

Para correcdo nutricional do substrato, foi utilizada a recomendacéo para
experimentos em vasos com terra (MALAVOLTA 1980; NOVAIS et al.,, 1991),
visando o fornecimento dos macros (exceto o Nitrogénio) e micronutrientes, bem

como, 0 ajuste da saturagao por base (V%).
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Tabela 1 - Caracterizacdo quimica da areia lavada, substrato utilizado no experimento

pH MOS P S K Ca Mg Al H+Al SB CTC Vv m
CaCl, gdm® mgdm® mmol.dm®—— %
5,2 3 27 <4 <07 <3 <1 <1 8 25 10,5 243 2

Faésforo (P) por colorimetria extraido com resina trocadora de ions, pH CacCls, potassio (K) em espectrofotdmetro
de emissao atdbmica extraido com resina trocadora de ions, calcio (Ca) e magnésio (Mg) em espectrofotdmetro
de absorcéo atdbmica extraido com resina trocadora de ions, aluminio trocavel (Al) por colorimetria extraido com
cloreto de potassio, acidez potencial (H+Al) extraido com tampao SMP, enxofre (S - sulfato) por turbidimetria
extraido com fosfato de calcio; SB: Soma de bases trocaveis; CTC: Capacidade de troca de cations; V:
Saturagdo da CTC por bases; m: Saturacéo por Aluminio

As fontes de nutrientes usadas (reagentes para andlise) e suas dosagens sao
apresentadas na Tabela 2. A mistura das fontes de nutrientes com o substrato para
fornecimento de macronutrientes as plantas foi realizada com auxilio de uma
betoneira, visando maior homogeneizacao dos produtos com a areia lavada. Para os
fertilizantes com micronutrientes, foi feita uma solucéo, deixando apenas o Fe-EDTA
separadamente, e aplicados em trés parcelas iguais, a cada 15 dias.

Apl6s a aplicagdo das fontes de nutrientes aplicou-se agua a 70% da
capacidade maxima de retencdo (ver método pag. 29), e o solo das unidades
experimentais ficaram incubados durante 20 dias. Durante esse periodo, foram

preparadas as mudas de cana-de-agucar.

Tabela 2 - Fertilizantes e doses utilizadas para fornecimento de nutrientes para cana-de-agUcar

Nutriente Fornecimento Fertilizante Teor do Nutriente Dose por Vaso
mg dm™ % g
P 120 Fosfato de Potassio* 23 7,4
K 150 Fosfato de Potassio* 29 7.4
Ca 50 Sulfato de Célcio* 24 3,0
Ca 150 Carbonato de Caélcio 40 53
Mg 50 Oxido de Magnésio 60 1,2
S 40 Sulfato de Calcio* 19 3,0
B 0,5 Acido bérico 17 0,0
Cu 1,3 Sulfato de Cobre 24 0,1
Fe 2 Fe-EDTA 20 0,1
Mn 3 Sulfato de Manganés 25 0,2
Mo 0,1 Acido Molibdico 39 0,0
Zn 4 Cloreto de Zinco 45 0,1

*Fertilizantes utilizados em dose Unica para fornecimento de mais de um nutriente
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Devido a ampla diversidade e baixa uniformidade da brotacdo das gemas da
cana-de-agUcar, seguiu-se método de producdo das mudas proposto por Oliveira
(2010). Foram colhidos colmos da variedade RB855453 aos oito meses do
desenvolvimento de cana-de-acucar, de segundo corte. Foram selecionadas apenas
as trés gemas centrais dos colmos colhidos e entdo foram cortados, com ajuda de
uma serra de disco, minitoletes de3 cm contendo apenas uma gema. Os minitoletes
foram entdo plantados em bandejas com areia lavada, mantidos em casa de
vegetacdo e irrigados diariamente com agua deionizada. No total foram plantados
500 minitoletes com intuito de, apds a brotacdo, obter os 100 mais homogéneos,
para uso no experimento (Figura 2). Ndo foram utilizados colmos com indicios de

ataque por broca da cana-de-acucar, bem como, gemas danificadas.

Figura 1 - Preparo dos minitoletes. Corte dos toletes em serra de corte obtendo minitoletescom3cm
(a); disposicdo do plantio dos minitoletes em bandejas com areia (b); visdo geral das
bandeiras (c), e selecdo dos minitoletes com plantulas mais homogéneas (d)

Apo6s a incubacdo dos solos das unidades experimentais e no momento em

que as mudas estavam aptas para serem selecionadas e replantadas, foram
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estabelecidos o0s tratamentos. Para tanto foi elaborado um delineamento
experimental inteiramente casualizado com 16 tratamentos e cinco repeticoes,
correspondendo a um esquema fatorial completo com quatro doses de nitrogénio na
forma de ureia: 0; 100; 200 e 300 mg dm™ de N e 4 doses de SH: 0; 13,8; 27,6; 41,7
mg dm™ de C.

As doses de nitrogénio foram estabelecidas seguindo a recomendacao de
Malavolta (1980) e Novais et al. (1991) para experimentos em vasos com terra.

A aplicacdo dos tratamentos bem como, o plantio do minitoletespré-brotados
ocorreu no dia 8 de Abril de 2013.

Antes dos transplantes das mudas os tratamentos foram aplicados ao substrato
de cada unidade experimental. Isso foi feito removendo-se para sacos plasticos,
cerca de 2 dm™do substrato de cada vaso, aplicando-se nessa porcdo as solugdes
referentes aos tratamento, que foram ai distribuidas e homogeneizadas (Figura 3).
Apo6s homogeneizacdo do substrato com os tratamentos, a areiafoi recolocada nos
vasos de 16 dm™. Logo apés a aplicacdo de todos os tratamentos, cada vaso foi
irrigado com 1L de agua deionizada, objetivando-seque os produtos aplicados se
distribuissem em todo o volume do vaso uniformemente.

Finalmente, apos a aplicacdo dos tratamentos e sele¢cdo das mudas, foi feito o
transplante das mudas para os vasos do experimento, utilizando apenas uma planta

por vaso.
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Figura 2 - Procedimento realizado para aplicacdo dos tratamentos. Amostragem de 2 dm°de substrato
(a), aplicacdo dos tratamentos (b), homogeneizacdo dos tratamentos + substrato com saco
plastico (c), retorno do substrato tratado para os vasos (d)

Para conducédo do experimento, a cada dois dias eram feitas as irrigacdes dos
vasos mediante a afericdo da massa dos vasos com balanca eletrénica.

A definicdo da quantidade de &gua a ser irrigada nos vasos foi calculada
através da capacidade maxima de retencédo de dgua (CRMA) do substrato utilizado,
segundo método proposto por Souza et al. (2000). Nesse sentido realizou-se um
ensaio prévio com oito recipientes plasticos cujo fundo possuia pequenos orificios
(<1lmm), cada um contendo 50g do substrato seco em estufa a 105°C, durante 48h.
Os recipientes foram entdo colocados em bandejas contendo lamina de 10 mm de
agua para que absorvessem por capilaridade a agua e foram mantidos, assim, por
12 horas. ApoGs esse periodo, os recipientes foram removidos da 4gua e colocados
sob uma malha metdlica perfurada visando a drenagem do excesso de agua.
Durante essa etapa, que durou 24 horas, foi colocada sobre os recipientes uma
protecdo para evitar a evaporagdo da agua. Seguido esse procedimento, 0s
recipientes foram pesados, momento este em que se determinou a CRMA. Na

conducao do experimento foi definido irrigar 70% da CRMA.
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Durante o experimento foi utilizado um datalogger que registrou a média da
temperatura ambiente (°C) e a umidade relativa do ar (%) da casa de vegetacao. Os

dados médios referentes ao periodo de conducdo do experimento sdo descritos na

Figura 4.
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Figura 3 - Valores médios de temperatura (°C) e de umidade relativa do ar (%) na casa de vegetacao
durante o periodo do experimento

3.1.2Preparo e caracterizacdo das Substancias Himicas

Como fonte de substancias humicas (SH), foi utilizada turfa, a qual foi
submetida a um processo de extracdo, sendo o produto desse processo um liquido a
base de SHs.

O processo para a producdo das SH seguiu o fracionamento quimico da turfa
de acordo com a técnica da solubilidade diferencial conforme método padrdo de
extracdo acido-base (HAYESet al.,, 1989), sem a posterior purificacdo das SH
obtidas (Figura4).
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TURFA ]

-1
Extragcdo com KOH 0,5 mol L

Fracéo insolavel Fragado solGvel
Humina Acido Humico e Fulvico

-1
Acidificagdao com H,PO,2 mols L

SH utilizado no
experimento

Figura 4 - Método utilizado para extracéo e preparo da SH

Para caracterizacdo das SH, as amostras foram, também, submetidas ao
processo de extracdo descrito por Hayes et al. (1989) porém foi realizada a
purificacdo dos produtos conforme é mostrado na Figura5, utilizando-se os conceitos
de fracbes humicas estabelecidos pela Sociedade Internacional de Substancias
Humicas (ISHS).

O é&cido humico obtido por meio do processo indicado na Figura 5 foi entdo
submetido & Ressonancia Magnética Nuclear (RMN C** CP/MAS-TOSS) visando
obter as caracteristicas quimicas e 0s principais grupos organicos que compunham o
material. Para tanto os espectros de RMN C* CP/MAS-TOSS foram divididos em
cinco regides quimicas diferentes: 0-45 ppm- carbonos de grupos alifaticos simples
(CH2, CH3);45-90 ppm- carbonos de grupos alifaticos com oxigénio ligado (CHOH,
CH20H, CH2-0-); 90-160ppm- carbonos de grupos aromaticos (CH, C);160-190
ppm- carbonos de grupos carboxilicos e ésteres (COOH, COO-R);190-250 ppm-
carbonos de cetonas, quinonas e aldeidos (C=0O, CH=0) (FRANCIOSO et al.,
1996;CHRISTL et al., 2000; CHEN et al., 2002).

Para cada espectro de RMN das amostras e de acidos humicos foi feita a
integracdo de cada regido para o calculo da porcentagem relativa desses

grupamentos em cada fracao.
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Extracio com NaOH 0,5 mol L!
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Liofilizacio
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Figura 5 - Extracéo e purificacdo de acidos humicos modificada por Griffith e Schnitzer (1975); Barros,
Paula e Rezende(1994)

3.1.3Preparo das solu¢des de substancias humicas e ureia

Os tratamentos foram aplicados em forma de solugdo com o auxilio de pipetas
calibradas. Para a elaboracao das solugcbes dos tratamentos foram utilizadas as SH
extraidas da turfa, ureia PA e agua deionizada. Abaixo segue a Tabela 3detalhando

as solucdes elaboradas, bem como as doses utilizadas.



Tabela 3 - Tratamentos e solucdes elaboradas para a instalacdo do experimento

33

Tratamentos N SH Solugdo Ureia Agua SH N Volume Solucéo
mg dm® mg dm? de C* I g vaso t--------- % ----m-- g vaso™t-------
1 0 0 0 0 0 0,0 0 0,0
2 100 0 1 3,1 6,6 0,0 15 9,7
3 200 0 1 6,2 13,2 0,0 15 194
4 300 0 1 9,3 19,8 0,0 15 29,1
5 0 13,8 2 0,0 0,0 6,6 0 6,6
6 0 27,6 2 0,0 0,0 13,2 O 13,2
7 0 41,4 2 0,0 0,0 198 O 19,8
8 100 13,8 3 3,1 0,0 6,6 15 9,7
9 200 13,8 4 6,2 6,6 6,6 15 194
10 300 13,8 5 9,3 13,2 6,6 15 29,1
11 100 27,6 6 3,1 0,0 13,2 9 16,3
12 200 27,6 3 6,2 0,0 13,2 15 194
13 300 27,6 7 9,3 6,6 13,2 15 29,1
14 100 41,4 8 3,1 0,0 19,8 6 22,9
15 200 41,4 9 6,2 0,0 198 11 26,0
16 300 41,4 3 9,3 0,0 19,8 15 29,1

a: % de Carbono determinada pelo método do tubo de digestdo (Walkley Black modificado)(NELSON et al., 1996)

considerando a média de 3 analises da SH

3.1.4 Avalia¢gdes morfologicas do sistema radicular e parte aérea das plantas

Na colheita do experimento realizada no dia 11 de junho, aos 63 dias apo6s o

transplante das mudas, foram realizadas avaliacdes morfologicas da parte aérea das

plantas (Figura 6) tais como: altura das plantas (AP); diametro do colmo (DC); area

foliar (AF) e numero de folhas (NF). Para afericdo da AP, foi utilizada uma régua de

50 cm e tomada medida da altura correspondente a base da planta no nivel do

substrato até a ultima folha totalmente expandida, ou seja, folha com auricula visivel.
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Figura 6 - Determinacao dos parametros morfolégicos da parte aérea. Altura das plantas (a), diametro
do colmo (b), area foliar e nimero de folhas (c e d)

A quantificacdo do didametro do colmo foi realizada com um paquimetro digital &
altura de 3 cm do nivel do substrato. A AF e o NF foram determinados logo apés o
corte das plantas, que foi feito rente ao substrato. A AF foi quantificada pelo
aparelho LI-3100 Area Meter Li-cor inc. Lincoln, Nebraska USA e o NF foi
determinado, simultaneamente, conforme as folhas eram inseridas no scanner.

Para as avaliagbes morfolégicas do sistema radicular apds serem feitas as
coletas da parte aérea, todo o conteldo de substrato e raizes foi transferido com
peneira de malha quadriculada de 1 mm, visando evitar perdas de material vegetal.
Na separacdo das raizes do substrato foi utilizada agua corrente, eliminando-se a
areia que passava pela malha da peneira. Esse processo reduz os danos mecanicos
guando comparado com a peneiracdo a seco. Apds lavagem, todo o sistema
radicular de cada unidade experimental (vaso) foi mantido em frascos de vidro
contendo etanol, com 70% de concentragdo (m/m) para minimizar alteragbes
morfolégicas e decomposicao. Finalizado o preparo das amostras, as mesmas foram

fotografadas usando-se cabine fotografica especial desenvolvida no Laboratério de
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Iso6topos Estaveis do CENA/USP em que se adaptava uma maquina fotogréfica
Canon EOS 7D Digital Photo Professional, que gerou fotos de 600 DPI de resolucéo.
A cabine utilizada possui um painel luminoso e sobre o painel ficava uma cuba de
acrilico de 0,8 x 1,0 x 0,05 m (largura, comprimento e altura respectivamente) que
era preenchida com lamina de agua até atingir 0,02 m de altura. Apos imerséo das
amostras e separacao das raizes com objetivo de reduzir a sobreposi¢éo, a cabine
era entdo fechada e as fotos foram tiradas usando-se um software (Canon Digital
Photo Professional) da camera, instalado em um “notebook”. Antes de tirar a foto, o
foco e o brilho foram ajustados no software para obter a melhor resolugéo possivel e
maior definicdo das raizes mais finas.

As fotos de todo o sistema radicular da cana-de-acucar foram submetidas ao
software de analises de imagem WInRHIZO (Regentinstrumentsinc., Quebec,
Canada, 2000). Os parametros determinados pelo Winrhizo foram: Comprimento das
raizes (m); Area superficial (m?); Diametro médio (cm); e Volume de raiz (m°). O
software também estratificou em classes de diametros as raizes em 4 categorias: A)
0 a 0,5mm; B) 0,5a20mm; C) 2,0 a50mm; eD)5,0a 10,0 mm. No entanto,
apenas os diametros A e B apresentaram valores e foram utilizados na andlise
estatistica.Todo o processo de preparo das raizes e andlises € mostrado em
sequencia nasFiguras7a, 7b e 7c.
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Figura 7 - Preparo e avaliagbes do sistema radicular. Lavagem das raizes com ajuda de peneira de
1mm (a), camara de fotografia elaborada no CENA/USP para tirar fotos das raizes em alta
resolucao (b) e andlise das imagens no software winrhizo (c)

3.1.5Andlise do tecido vegetal

Concluidas as avaliagcbes morfologicas descritas no item 3.1.4, o sistema
radicular (SR) e a parte aérea (PA) de cada planta foram secos em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65°C. As amostras secas, ap6s afericdo da massa (item
3.1.4), foram moidas em moinhos de faca (tipo Wiley) sendo posteriormente
determinado o N-total em espectrébmetro de massas HYDRA modelo 20/20, acoplado
a um analisador automatico ANCA-GSL, da SerconCo., UK.
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3.1.6 Procedimentos estatisticos

As andlises estatisticas foram efetuadas com auxilio do software
StatisticalAnalysis System (SAS INSTITUTE, 2004). Para verificar se houve
significancia na interacdo SH e N, foi realizado o teste F e quando foi significativo
utilizaram-se analises de regressao polinomial por meio do procedimento RSREG do
SAS. Os resultados de regressdes polinomiais significativas foram inseridos no
software Sigmaplot e gerados gréficos de superficie de resposta de duas dimensdes.
Adotou-se, nas equacgbes geradas, a utilizacdo de um asterisco (*)para nivel de
significancia de 5%, dois asteriscos para 1% e trés para 0,1% no nivel de
significancia.

Para as variaveis respostas que ndo mostraram significancia na interacdo dos
produtos testados, foram realizadas analises de regressdo para as doses de cada

produto.

3.2 Experimento de Incubacéao de solo

3.2.1 Instalacao, delineamento experimental e conducéo

Objetivou-se com esse experimento avaliar a dinamica do nitrogénio
promovida pelas SH utilizando as mesmas condi¢cbes (substrato, irrigacdo e
condicdes de temperatura e umidade) do experimento com cana-de-aglcar. Para
isso foi instalado experimento em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncia
do Solo da ESALQ/USP (Figura 8b) durante os dias 27 de junho a 27 de julho de
2013.

Foram utilizados recipientes de plasticos contendo 2 dm*(Figura 8a) de areia
lavada que foi submetido aos mesmos procedimentos adotados no experimento de
casa de vegetacado, tanto no que diz respeito a corre¢cdo do substrato quanto as
solucbes e tratamentos utilizados, adequando-se as doses ao volume menor de
substrato utilizado. Foram realizadas oito coletas ao longo da conducdo do
experimento para avaliar as altera¢cdes nas concentracdes das formas minerais do N
com o tempo.

As unidades experimentais (recipientes plasticos) constaram de trés repeticdes

para cada coleta e tratamento. As coletas das unidades experimentais foram
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realizadas nos dias 27 e 28 de junho de 2013 (0 e 1 dias ap0s a aplicacdo dos
tratamentos, DAA. respectivamente) e nos dias 1, 4, 9, 13, 18 e 27 de julho de 2013
(aos 4, 7, 12, 16, 21 e 30 DAA, respectivamente). Apds as coletas os recipientes
foram mantidos a temperatura de -5°C.

Durante o experimento, o substrato foi irrigado, periodicamente, sendo que
foram feitas oito irrigacoes durante a condu¢cao do experimento, objetivando-se obter
70% da capacidade maxima de retencao do substrato (ver método utilizado no item

3.1.1). As datas das irrigacGes foram as mesmas datas das coletas.

Figura 8 - Frasco plastico (unidade experimental) utilizado no experimento (a) e visdo geral do
experimento na casa-de-vegetacao (b)

3.2.2Extracdo e analise do N-mineral

A extracdo de formas inorganicas do N do solo (NH;"; NOs; NO,) seguiu
método proposto por Buresh, Austin e Craswell (1982). Foram separadas duas
porcdes de 10g de substrato de cada unidade experimental com intuito de realizar as
analises em duplicatas de cada parcela e tratamento. Apds a pesagem, o substrato
contido em frascos de vidro do tipo SNAPCAP, recebeu 50 ml de KCI 2 mol L™
obtendo proporcdo substrato e solugéo equivalente a 1:5 — m/v e foi submetido a
agitacdo durante 1 hora. Apds esse procedimento os extratos foram filtrados com
papel de filtro de celulose.

Os extratos foram analisados em sistemas de analise por injecdo em fluxo
(FIA). O NH,4" foi analisado através da formacdo de amdnia em meio alcalino que foi
separada da solucdo através da passagem por membrana seletiva de PTFE com
posterior determinacdo em medidor de condutividade (REIS et al., 1997). O NOj3™ +
NO, foi determinado por espectrofotometria mediante a transformacao do nitrato em
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nitrito através de coluna de cadmio coperizado, o nitrito foi submetido a reagdo com
sulfanilamida em meio &acido e entio determinado (GINE, 1980).

Os valores das formas minerais de N foram corrigidos para o peso da massa
seca do substrato, apos a secagem de subamostrasdo substrato a 105°C em estufa
por 48h.

3.2.3 Procedimentos estatisticos

Os resultados do N mineral com a presenca ou auséncia das SH foi submetido
a analise de variancia e as médias ao teste Tukey a 0,05 de probabilidade.
Também foram gerados graficos com as médias e erros padrbes das médias

das formas de N mineral, por coleta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura e umidade da casa de vegetagcdo onde foram instalados os
experimentos com e sem planta, variaram pouco uma vez que existiam sistemas de
controle de umidade, bem como, de temperatura. A temperatura teve média de
25+1.5 °C e a umidade relativa média de 89+3.3%.

Na determinacao das doses de N-ureia, seguiu-se recomendacéo de Malavolta
(1980); e Novais et al. (1991) para experimentos em vasos com terra. A dose
méaxima recomendada pelos autores é de 300 mg dmz>de N-ureia que é
recomendado para solos com maiores teores de argila. Neste experimento foi
utilizado como substrato a areia lavada ndo sendo indicada a utilizacdo da dose
méaxima de N-ureia. No entanto foi utilizada a dose visando estabelecimento do
ponto de queda das avaliagbes, com objetivo de obter um modelo matemético mais
abrangente. Porém a dose 200 mg dm™N-ureiaja foi suficientemente alta para obter
os decréscimos nos parametros avaliados e a dose 300 mg dm™N-ureiafoi
extremamente alta a ponto de ndo ser possivel determinar valores e realizar as
analises nas avaliacfes.

Nesse sentido, inviabilizou-se adicédo da dose 300 mg dm>N-ureia nos modelos
devido a falta de resultados uma vez que as plantas, apds a instalacdo, rapidamente
morreram.O objetivo do experimento sem plantas era de relacionar a dinamica das
transformacdes do N-ureia com o ocorrido no experimento com plantas, nesse
sentido também n&o foram apresentados os dados da dose 300 mg dm™N-ureiano

experimento sem plantas.

4.1 TransformagOes no solo do N-ureia relacionadas com as substancias

himicas

Na Figura9 é apresentada a dindmica da formagdo de amoénio do N-ureia na
dose 100 mg dmaplicada isoladamente (UR100) e associada as trés doses de SH
(100SH1 = 13,8; 100SH2 = 27,6; e 100SH3 = 41,4 mg dm™ de C). Logo apds
aplicacado dos fertilizantes (0 DAF), verificou-se que nas maiores doses de SH
(100SH2 e 100SH3), a hidrélise seguida de formacdo de ambnio do N-ureia, foram
as que mais elevaram o teor de N-NH;" no substrato (areia lavada) (Figura9 e
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Tabela 4). A dose 100SH1 apresentou menor formacado de amoénio que as maiores
doses de SH, porém, diferiu do tratamento com apenas a aplicacdo de 100 mg dm™
de N-ureia. Do 0 aos 12 DAF, as maiores doses de SH (100SH2 e 100SH3)
associadas com a dose 100 mg dm™ de N-ureia foram superiores na quantidade de
amoOnio presentes no substrato quando comparadas com a aplicagdo de ureia
(Figura9 e Tabela 4), evidenciando estimulo da hidrolise e formacdo de aménio
pelas SH. Para a dose 100SH1 até os 4 DAF ocorreu maiores concentracdes de N-
NH,;" em relacéo a aplicagio de ureia(Figura9 e Tabela4).

A partir dos 12 DAF os teores de N-NH," comecaram a diminuir devido a
intensificacdo do processo de nitrificacdo (Figura 10). Entretanto, para o0s
tratamentos 100SH2 e 100SH3 a reducio da concentracédo de N-NH4 ocorreu até os
21 DAF, enquanto que os tratamentos UR100 e 100SH1 continuaram a decrescer,
até o final dos 30 dias, com maior evidencia para o tratamento UR100 (Figura9 e
Tabelad). A partir dos 21 DAF os tratamentos 100SH2 e 100SH3 voltaram a elevar
os teores de N-NH;", enquanto que o tratamento 100UR continuou a decrescer
(Figura9).

Os resultados mostram que a SH auxiliou na manutengao do N mineral do solo
na forma de NH4" mesmo tendo a nitrificac&o se intensificado. No tratamento UR100,
ao final dos 30 dias a concentracdo de N-amoénio ficou préxima de zero, o que
indicou que toda ou a grande parte da ureia, ha ocasido, ja havia sido hidrolisada, o
N amonificado etransformada em nitrato (Figura9 e 10). No caso dos tratamentos
com ureia e SH, aos 30 DAF ainda foi possivel observar, mesmo com a hidrolise de
grande fracdo do N-ureia, concentracbes de N-amonio no substrato (Figura9), e
consequentemente menores teores de nitrato (Figura 10), evidenciando que as
SHspropiciaram alguma forma de inibicdo da nitrificagdo, mantendo o N-ureia na

forma de amonio.
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Figura 9 - Concentracdo de N-NH, nos tratamentos com 100 mgdm™ de N-ureia. Barras de erro indicam o
erro padrdo da média

Tabela 4 - Teste de médias de Tukey a 5%da concentragéo de N-NH, dos tratamentos com 100 mgdm'3

de N-ureia
Dias ap0s a aplicacdo dos fertilizantes
Tratamentos 0 1 4 7 12 16 21 30
Controle D D D C C C D C
UR100 C C C B B A CD C
100SH1 B BC B B B AB BC B
100SH2 A A A A A B AB A
100SH3 A AB A A A AB A A

No que diz respeito ao efeito das doses de SH na nitrificagdo do N-ureia, na
dose 100 mg dm™(Figural0), pode se observar que a partir dos 12 DAF 0 processo
foi intensificado. Na ultima coleta, aos 30 DAF, as doses mais altas de SH (100SH2
e 100SH3) diferiram da dose mais baixa de SH, bem como do tratamento com
apenas ureia (FiguralO e Tabela5). A medida que foi aumentada a dose de SH a
nitrificacdo foi reduzida, mesmo com a maior concentragdo de N-NH,", que os

tratamentos com as maiores doses de SH apresentaram.
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Figura 10 - Concentracéo de N-NO5nos tratamentos com 100 mgdm™ de N-ureia. Barras de erro indicam o
erro padréo da média

Tabela 5 - Teste de médias de Tukey a 5% da concentracdo de N-NOs'dos tratamentos com 100 mgdm'3

de N-ureia
Dias ap0s a aplicacdo dos fertilizantes
Tratamentos 0 1 4 7 12 16 21 30
Controle A A BC B C C C C
UR100 A A AB A A AB B A
100SH1 A A AB B AB A A A
100SH2 A A A B A AB AB B
100SH3 A A C B B B AB B

De maneira geral, as SH favoreceram a hidrolise da ureia, bem como a
formacdo de amonio e de alguma forma reduziram a nitrificacéo, durante o periodo
do experimento.

Na Figura 11, ao final dos 30 dias de incubacdo do substrato, observa-se que
as SHs, apresentaram maiores niveis de nitrogénio mineral total (Figura 11 e Tabela
6), 0 que pode indicar que nesses tratamentos ocorreram menores perdas do N-

ureia do solo.
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Figura 11 - Concentracdo de N-mineral total (N-NH," + N-NO3)nos tratamentos com 100 mgdm™ de

N-ureia. Barras de erro indicam o erro padrdo da media

Tabela 6 - Teste de médias de Tukey a 5% da concentracdo de N-mineral total (N-NH," + N-NO3)dos

tratamentos com 100 mgdm"3 de N-ureia

Dias ap0s a aplicacdo dos fertilizantes

Tratamentos 0 1 4 7 12 16 21 30
Controle D D D C C B C D
UR100 C C C B B A B C

100SH1 B BC B B B A A BC
100SH2 A A A A A A A A

100SH3 A AB A A A A A AB

Os resultados obtidos discordam e, ao mesmo tempo, corroboram com o que

foi observado por Donget al. (2006,2009). Por um lado os autores verificaram que

houve reducéo na atividade da urease, resultando em um processo de formacéo de

amonio mais lento (DONG et al., 2006); segundo os autores, isso ocorreu devido a

acao de estabilizagcdo de enzimas extracelulares (NANNIPIERI et al., 1996), tais

como a urease (DONG et al. 2006, 2009). No caso do presente trabalho o efeito foi

inverso. Quando houve associacdo da ureia com a SH houve mais hidrélise e

maiores concentracdes de NH;" 0 que sugere que ao invés da estabilizacdo da

urease, houve estimulo da sua atividade, ou entdo, a SH utilizada contribuiu com a

presenca da enzima.
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Os é&cidos humicos (AH) sdo compostos macromoleculares originados da
degradacdo quimica e biolégica de residuos de plantas e animais além de células
microbianas (HAYES; WILSON, 1997). Nos trabalhos de Donget al. (2006, 2009) a
SH utilizada era proveniente do carvdo mineral Lignito originado de residuos de
plantas e animal, em um alto grau de estabilizagdo. No caso do presente trabalho foi
utilizada como fonte de SH a turfa, que é um material intermediario ao carvéo,
guanto ao processo de estabilizacdo, e também tem sua formacéo através da
degradacédo de residuos de plantas e animais. No entanto, é possivel, devido ao
menor tempo de estabilizagdo, que a turfa apresente como um de seus
componentes, a enzima urease, uma vez que a enzima extracelular pode ser
constituinte de residuos vegetais (REYNOLDS; WOLF; ARMBRUSTER, 1985).
Nesse sentido, a diferenca das origens das SHs, podem ter gerado resultados
distintos na dindmica de hidrdlise e formacdo de amdnio.

Por outro lado, no que se refere aos resultados de nitrificagéo, os dos trabalhos
de Donget al. (2006, 2008), se assemelharam aos do presente estudo. O
desenvolvimento populacional e atividade de bactérias nitrificadoras responsaveis
pela transformacgdo do N amoniacal em N nitrico, sdo estimulados com o0 aumento da
concentracdo de N amoniacal no ambiente (STEHR et al., 1995). Tal mecanismo
pode ser utilizado como justificativa quando a SH inibe a formacdo de NH3, através
da reducéo da atividade da urease, conferindo, assim, a possibilidade de reducéo da
nitrificacdo. No caso do presente trabalho, com a ocorréncia de maior concentracao
de amonio, quando a ureia esteve associada com a SH, tal justificativa ndo se aplica.

No entanto, apesar de a maior quantidade de amonio, como verificada nesse
trabalho, € conhecido que os acidos humicos presentes nas SHs alteram o equilibrio
de protonacdo da amonia a amonio no sentido de sintese de NH,', através do
consumo de OH™ gerados pela doacéo de H* dos acidos hiimicos. Somado a isso, 0
consumo de OH’ gera radicais organicos com carga negativa de alta afinidade pelo
NH," (GULLO, 2007). Nesse sentido, segundo Mackowiaket al. (2001), o AH atua na
regulacéo da disponibilidade de NH3; devido a sua propriedade de adsorcdo. Dessa
forma, apesar da maior hidrolise da ureia nos tratamentos com SHs, houve menor
disponibilidade de NHj, fazendo com que houvesse diminuicdo no potencial de
nitrificacdo por meio da reducédo na quantidade/atividade de bactérias nitrificadoras,

uma vez que elas necessitam de amonia para crescer em populagéo e apresentarem
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maior atividade (ENWALL et al.,, 2007). Para o caso do tratamento com adi¢ao
apenas de ureia, a amonia ficou mais disponivel e estimulou o desenvolvimento e a
atividade de bactérias nitrificadoras, aumentando o processo de nitrificacéo.

Assim, como observado para a menor dose, a dose 200 mg dm™ de N-ureia
também apresentou influéncia das SHs nas concentragcdes de N-NH," e de N-NOz°
no substrato. De maneira similar ao verificado anteriormente, a dose 200 mg dm™ de
N-ureia associada as SHs aumentaram a hidrolise e a formacdo de aménio, pelo
menos até os 12 DAF (Figura 12, Tabela 7), quando ocorreu também a
intensificacao do processo de nitrificagao (Figura 13).

Com o aumento da dose de N-ureia, de 100 para 200 mg dm?, ficou ainda
mais claro o efeito das substancias himicas na reducao da nitrificacdo (Figura 13 e
Tabela 8), uma vez que ocorreu maior distingdo nas concentracdes de N-nitrato da
aplicacdo de ureia em relacao as associacdes da fonte amidica com SHs.

Na dose 100 mg dm™ de N-ureia, as SHs atuaram na reducéo de perdas do N-
ureia, uma vez que ao final dos 30 DAF mostraram maiores concentracfes de N-
NH; e de N-NOsno substrato. No caso da dose 200 mg dm de N-ureia, ocorreu o
inverso. Aos 30 DAF todos os tratamentos apresentavam mesma concentracédo de
N-NH,", exceto o tratamento controle. No entanto, no tratamento em que foi aplicada
somente a ureia, a concentracdo de N (amoénio e nitrato), Figura 14 e Tabela 9, foi
maior que quando associado as SHs. A diferenca observada (Figura 14 e Tabela 9)
€ explicada pela maior nitrificacdo, ou seja, maior teor de nitrato observado na

aplicacao de apenas N-ureia (Figura 13 e Tabela 8).
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Figura 12 - Concentracdo de N-NH," para os tratamentos com 200 mg.dm™ de N-ureia. Barras de erro

indicam o erro padrdo da média

Tabela 7 - Teste de médias de Tukey a 5% das concentracdes de N-NH, dos tratamentos com 200

mgdm de N-ureia

Dias ap0s a aplicacdo dos fertilizantes

Tratamentos 0 1 4 7 12 16 21 30
Controle C D D D C C B B
UR200 C C C C B A A A
200SH1 B B B A B B A A
200SH2 B B A A A B A A
200SH3 A A A B A B A A

E possivel que com o aumento da dose de N-ureia, a capacidade das SHs na

adsorcdo de amoénio tenha sido prejudicada oferecendo maior possibilidade de

ocorréncia perdas.
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Figura 13 - Concentracdo de N-NO; para os tratamentos com 200 mgdm™ de N-ureia. Barras de erro
indicam o erro padrdo da média

Tabela 8 - Teste de médias de Tukey a 5% das concentracdes de N-NOjz'dos tratamentos com 200
mgdm™ de N-ureia

Dias ap0s a aplicacdo dos fertilizantes

Tratamentos 0 1 4 7 12 16 21 30
Controle A A A A 1 C B C
UR200 A A AB A AB AB A A
200SH1 A A AB A A A A B
200SH2 A A B A C B A B
200SH3 A A A A BC A A B
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Figura 14 - Concentracdo de N-mineral total (N-NH," + N-NO3)nos tratamentos com 200 mgdm™ de
N-ureia. Barras de erro indicam o erro padrdo da media

Tabela 9 - Teste de médias de Tukey a 5% da concentracdo de N-mineral total (N-NH," + N-NO3)dos

tratamentos com 200 mgdm"3 de N-ureia

Dias ap0s a aplicacdo dos fertilizantes

Tratamentos 0 1 4 7 12 16 21 30
Controle C D D D D C B C
UR200 C C C C C A A A

200SH1 B B B A BC B A AB
200SH2 B B A A A B A B
200SH3 A A A B AB AB A B

As transformagbes do N-ureia observadas nos distintos tratamentos do

experimento de incubacdo do substrato com doses de SHs e N-ureia podem causar
efeitos diretos no desenvolvimento de plantas crescendo no meio, uma vez que

alteram a dindmica do nitrogénio no sistema.
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4.2 Experimento em casa-de-vegetacdo: sistema radicular de cana-de-acucar

Verificou-se incrementos na producéo de massa seca de raiz (MSR) de plantas
de cana-de-agucar (Figura 15a) que ndo receberam adubacdo nitrogenada com o
aumento das doses de SH. Na dose 13,8 mg dm™ de C de SH o incremento na MSR
foi de 45% seguido por 67% e 69% para as doses de 27,6 e 41,4 mg dm~de C,
respectivamente, quando comparada com as plantas do controle que ndo receberam
nem SH nem N. Nas Figurasl6a, 16b, 17a e 17b estdo exemplificadas fotos
contrastantes do efeito das SHs no desenvolvimento radicular da cana-de-agucar. E
possivel observar grande diferenca no volume do sistema radicular com a presenca
de SHs na dose 41,4 mg dm>de C (Figuras 16b e 17b) em relacdo & auséncia de
SHs (Figura 16a e 17a).

Quanto ao efeito apenas do nitrogénio sem aplicacéo de SH, houve incremento
na MSR de 27% com a dose de 100 mg dme decréscimo de 21% para a dose 200
mg dm, quando comparada com as plantas do controle. Em aplicacdes isoladas, os
tratamentos que receberam apenas SH foram em média, consideradas todas as
doses de SH, superiores em 26% no acumulo de MSR quando comparado com a
dose 100 mg dm>de N-ureia (sem adicdo de SH), ou seja, a dose de N-ureia que
melhor respondeu em producdo de MSR.

A variavel MSR apresentou efeitos de interacdo das SH e N-ureia. Apesar de
alguns tratamentos com mistura de SH e N-ureia terem apresentado produtividades
maiores que o controle, a interacdo entre os produtos trouxe efeitos negativos na
MSR (Figura 15a). Na associacéo das doses de SH, 13,8; 27,6; e 41,4 mg dm=de C,
com a dose 100 mg dm™>de N-ureia, houve aumento na MSR em relacdo ao
tratamento controle de 54, 60 e 44%, respectivamente. Entretanto, com o0 aumento
da dose de N-ureia concomitante a elevacédo das doses de SH, a MSR reduziu-se,
resultado do efeito antagdnico observado no experimento.

O efeito antagbnico da associacdo de SHs e N-ureiaocorreu pelo efeito na
hidrolise da ureia e formacdo de aménio que as SHs propiciaram, aumentando,
assim, o efeito fitotoxico do amonio. O efeito negativo do NH," sobre o crescimento
tem sido atribuido a necessidade de utilizacdo dos carboidratos produzidos
prioritariamente para a rapida assimilagcdo do amonio absorvido, com vistas a evitar

sua acumulacdo e,consequente, problemas de toxicidade (LEWIS; LEIDI; LIPS,
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1989), problemas esses relacionados a alteragdes no pH celular e desbalangos

ibnico e hormonal, entre outros (BRITTO; KRONZUCKER, 2002).
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Figura 15 - Interacdo das doses de N-ureia e Substéncias hiumicas nos parametros avaliados
do sistema radicular das plantas de cana-de-aglcar. Massa seca da raiz em
gramas — MSR (a), Comprimento da raiz em metros _CR (b) e Area superficial de
raizes em cm2 — ASR (c)
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Figura 16 - Sistema radicular da cana-de-agUcar submetida (b) ou ndo (a) a aplicacdo de SHs. Em (b)

a dose de SH utilizada foi de 41,4 mg dm®de C
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a— Sem aplicacao de SH

3

Figura 17 —Sistema radicular da cana-de-acucar submetida (b) ou ndo (a) a aplicacdo de SHs. Em (b)
a dose de SH utilizada foi de 41,4 mg dm®de C
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Em relacdo ao comprimento radicular (CR), Figural5b, e as areas superficiais
radiculares (ASR), Figural5c, ambas varidveis de respostas mostraram ser
altamente correlatas, apresentando R de Pearson equivalente a 0,97. Por outro lado
essas variaveis mostraram comportamento de resposta diferentes da MSR. A
diferenga ocorreu, principalmente, devido as alteracbes nas caracteristicas
morfolégicas do sistema radicular nos tratamentos com ureia. A medida que se
aumentou a dose de N-ureia ocorreu reducdo da quantidade de raizes finas (0 a
0,5mm), Figural8a, e aumento de raizes de maior diametro (0,5 a 2mm), Figural8b,
com consequente aumento no didmetro médio das raizes, Figural8c e reducdo do
volume radicular, Figural8d.

O suprimento de nutrientesno substrato, principalmente o de nitrogénio, altera a
morfologia, o crescimento e a distribuicdo das raizes (MARSCHNER, 1995). Em
experimento de vasos Bologna-Campbell et al. (2013) observaram aumento do
sistema radicular estimulado pela adubacdo nitrogenada em cana planta. Nesse
experimento houve aumento de 37% em relacéo & dose mais alta, 10 mg dm™ de N,
para o tratamento que nao recebeu nitrogénio. Trivelinet al.(2002), em experimento
em vasos com solo arenoso verificou efeito linear das doses de N-ureia, sendo que
para o controle e a maxima dose de N (90 kg ha')houve incremento de 72% na
producdo da parte subterrdnea (raizes e rizomas). Apesar desses incrementos,
nenhum dos trabalhos avaliou as caracteristicas morfolégicas do sistema radicular.

Para este experimento foi observado um contraste na dinamica do
desenvolvimento radicular enquanto a planta se encontrava com uma fertilidade
adequada e quando ocorreu algum tipo de deficiéncia no substrato. No caso da
deficiéncia, a planta ndo foi capaz de aumentar a producdo de MSR, porém, nesse
caso, destinou o crescimento do sistema radicular no sentido da producgéo de raizes
finas, incrementando assim a ASR e o CR. No caso da presenca do N-ureia, houve
aumento da MSR, porém, n&o ocorreu 0 mesmo com a ASR e o CR. Comparando-
se os tratamentos onde n&o foram aplicados SH e N-ureia com o tratamento que
recebeu 100 mgdm™ de N-ureia, houve aumento de 27% na MSR na presenca de N,
e reducédo de 30% na ASR e 36% no CR. Esses resultados indicaram que a planta
desprovida de N necessitou desenvolver maior ASR e CR visando explorar maior

volume do substrato.
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Segundo Smith et al. (2005) a cana-de-acUcar inicia o desenvolvimento de
raizes do anel radicular, circundando o local da gema vegetativa. Essas raizes sédo
finas e necessarias para o0 estabelecimento inicial da cultura. Uma vez
estabelecidas, essas raizes dao suporte ao desenvolvimento inicial da parte aérea
da cana. A medida que os perfilhos crescem, surgem entdo as raizes de perfilho,
qgue sao inseridas na base do perfilho. Essas raizes sdo mais grossas e tem como
principal funcdo suprir a cultura com agua.

Neste experimento foi possivel verificar tal dindmica de desenvolvimento
radicular, uma vez que foi feita a estratificacdo dos diametros radiculares, atraveés do
software Winrhizo. As raizes de didametro mais fino (0 a 0,5mm) séo referentes as
raizes do anel radicular e as de diametro mais grosso (0,5 a 2 mm) referem-se as
raizes de perfilhos. Tal distingdo entre raizes do perfilho e do colmo foi identificada
na analise de imagens geradas no "software”. Nos tratamentos em que a fertilidade
do solo estava completa, ou seja, com a presenca do N-ureia, considerando apenas
a dose 100 mg dm>de N-ureia, a cana-de-aglicar ndo precisou gerar massa de
raizes muito significativa do anel radicular, uma vez que estava inserida em um
ambiente com todos 0s nutrientes, o que estimulou a producéo da parte aérea e dos
perfilhos. Com o estimulo da producdo da parte aérea, houve também maior
crescimento das raizes provenientes dos perfilhos. No caso da deplecdo do N do
sistema, ocorreu o inverso. Houve preferéncia da cultura para a producéo de raizes
finas (do anel radicular) ja que era necessario explorar maior volume de substrato,
visando obtencao de nutrientes, o que levou ao aumento da ASR e CR.

Para a dose de 200 mg dm™ de N-ureia, houve aumento no didmetro médio
das raizes (Figural8c) e houve grande reducdo da MSR e também da CR e ASR
(Figurasl5a, 15b e 15c), se comparado com o controle (O de N-ureia). Tal efeito
evidenciou que para essa dose, o N apresentou toxidez, reduzindo o crescimento
das plantas. Sendo assim, o provavel motivo para o aumento do didametro das raizes
foi o engrossamento e encurtamento do sistema radicular causado pela toxidez por
amonio, efeito esse verificado por Megda (2013) e Britto e Kronzucker (2002). Goyal,
Lorenz e Huffaker (1982); Szczerbaet al. (2008), citados por Megda (2013)
atribuiram esse efeito a capacidade do sistema radicular em reduzir o efeito toxico
do N-amoénio na parte aérea, acumulando essa forma de Nitrogénio no vacuolo das

células da raiz com consequente engrossamento do sistema radicular.
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Os tratamentos com apenas SH influenciaram de forma positiva tanto o CR
quanto o ASR, além de também estimular a producdo de MSR. Os aumentos
observados no CR das doses 13,8; 27,6; e 41,4 mg dm=>de C em relacdo a dose
zero foram, respectivamente, de 17%, 24% e 20% e para a ASR de 17%, 24% e
23%.

No experimento foi constatado estimulo das substancias humicas utilizadas no
aumento da MSR e também do CR e ASR. Tal estimulo também foi observado por
Marques Jr et al. (2008), que verificou aumentos em raizes de minitoletes de cana-
de-agucar na ordem de 120% na MSR, 118% na CR e valores proximos a 120% na
ASR, por meio do tratamento dos minitoletes com acido humico extraido de

vermicomposto.
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Figura 18 - Regressdes das variaveis que ndo apresentaram interacdo de N com SH. %Raizes com
diametro entre 0 e 0,5mm - (a); %Raizes com diametro entre 0,5 e 2,0mm - (b); Diametro
média da raiz (mm) — (c); Volume radicular (cm3) (d)
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O estimulo ao sistema radicular gerado pelas SHs, que pode ser observado
nesse experimento, ja foi reportado em diversos artigos de revisdo (NARDI et al.,
2002; TREVISAN et al., 2010; ZANDONADI et al., 2013) e também em capitulos
livros nacionais e estrangeiros (CANELLAS et al., 2005; NARDI et al., 2009).
Segundo Zandonadiet al. (2013), a acdo das SHs nas plantas esta relacionada tanto
aos fito hormonios liberados de sua estrutura na rizosfera durante a interagdo com
as plantas, as quais podem liberar acidos organicos na presenca de SHs, quanto as
moléculas parecidas com fito horménios diretamente presentes em sua estrutura.
Em todos os casos, a atuacdo das SHs nas bombas de prétons € de grande
importancia no crescimento radicular e morfologia, além de estimular a absorcéo de
nutrientes.

Canellaset al. (2002) verificaram que as SHs ativam as bombas de prétons
H*ATPases presentes na membrana plasmatica das células radiculares, ocorrendo
assim, incremento da extrusdo de H* no apoplasto. A extrusdo de H* promove a
reducdo do pH e, como resultado, ocorre a ativacdo das expansinas, enzimas que
atuam no rompimento das pontes de hidrogénio da parede celular levando a um
afrouxamento da mesma (CANELLAS et al., 2012). Tal afrouxamento associado com
a pressao de turgescéncia interna leva ao alongamento das células, processo esse,
irreversivel, denominado de crescimento acido, tipico das auxinas (RAYLE;
CLELAND, 1992).

Esses mecanismos supracitados explicam os estimulos no desenvolvimento
radicular obtidos nesse experimento e se assemelham com diversos outros trabalhos
gue obtiveram resultados positivos com a utilizacdo de SH no desenvolvimento
radicular de mono e dicotiledéneas (PICOLLO et al.,, 1993; ADANI et al., 1998;
MUSCOLO et al.,, 1999;NARDI et al., 2000; CANELLAS et al., 2002, 2013;
MARQUES JR. et al., 2008; MORA et al., 2010; ARANCON et al., 2012).

Canellaset al. (2012) avaliando &cidos humicos de diversas fontes de
substancias humicas, definiu quais os parametros quimicos referentes a analise por
ressonancia magnética nuclear (RMN C¥ CP/MAS -TOSS) que geram maior
estimulo na producdo de raizes. Os parametros que mais influenciaram
positivamente foram o indice de hidrofobicidade, que € a relagdo da soma das
regides hidrofébicas (0-40 e 110-160 ppm), pela soma das regides hidrofilicas e
também a contribuicdo da regido quimica correspondente 40-110 ppm. O parametro
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hY

indice de hidrofobicidade est4 relacionado a capacidade do AH em proteger e
preservar fragmentos moleculares bioativos, tais como as auxinas, presentes em
maiores quantidades na regido quimica 40-110 ppm, dai a influéncia dessa regido
no desenvolvimento do sistema radicular bem como a influéncia do indice de
hidrofobicidade.

O AH proveniente da turfa usado neste experimento foi também submetido a
anélise de ressonancia magnética nuclear (RMN C* CP/MAS —TOSS). Os valores
das regibes quimicas constam na TabelalO, os quais foram obtidos com a
integracdo de cada regido contida no espectro (Figural9). O indice de
hidrofobicidade obtido foi proximo de 0,7, o que pode ser considerado relativamente
baixo se comparado com a média equivalente a um obtida no trabalho de Canellaset
al. (2012). No entanto no que diz respeito a regido quimica correspondente ao 40-
110 ppm, o AH de turfa apresentou valor correspondente a 53,12 (TabelalO), o que
foi bem a cima da média obtida por Canellas et al. (2012), de 39,9, e ainda, ficou
préximo ao valor maximo de 56,2 verificado pelos autores.

Nesse sentido os efeitos observados nas alteracdes do sistema radicular da
cana-de-acucar podem ser reflexo da caracteristica bioestimulante verificada na
analise quimica do AH, composto este presente nas substancias himicas utilizadas

no experimento.

Tabela 10 - Resultados das porcentagens dada pela integracao dos espectros de RMN C13 CP/MAS-
TOSS em cada regido quimica

% Relativa para cada regido quimica (ppm) — Analise RMN C** CP/MAS -TOSS

Amostra 0-40 (HB) 40-110 (H) 110-160 (HB)  160-200 (HI)
Acido Humico de Turfa 12,45 53,12 49.10 37,14
250 200 150 100 50 0 -50
(ppm)

Figural9 - Espectro de RMN de C** CP/MAS-TOSS da amostra AH proveniente de turfa
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De maneira geral, tanto as substancias humicas quanto o N-ureia aumentaram
a MSR, sendo que as SHs estimularam também o incremento das caracteristicas
morfolégicas de CR e ASR, enquanto que o N-ureia aumentou a quantidade de
raizes grossas, ou de perfilho. A interacdo entre os dois produtos foi prejudicial ao
desenvolvimento radicular da cana-de-aglicar uma vez que a mistura aumentou o
teor de amoénio no substrato causando maior fitotoxidez na cultura. Foi possivel
observar também que o suprimento de nutrientes altera a morfologia radicular no
desenvolvimento inicial da cana-de-agucar principalmente no que diz respeito as

raizes de colmo e de perfilho.

4.3 Experimento em casa-de-vegetacdo: Parte aérea de cana-de-agucar

De forma similar ao ocorrido ha massa seca do sistema radicular (MSR), houve
estimulo na producdo de massa seca da parte aérea (MSPA) através da aplicacao
de SHs (Figura20a e Tabelall). Em relacdo ao controle, sem a aplicacado de N-ureia
nem SHs, houve aumento de 47, 84 e 113% quando foram aplicadas SHs nas doses
13,8; 27,6; e 41,4 mg dm~de C, respectivamente.

Os incrementos obtidos na MSPA foram reflexos dos outros parametros
avaliados tais como: altura (Figura20b e Tabelall), diametro de colmos (Figura20c e
Tabelall), numero de folhas (Figura20d e Tabelall) e area foliar (Figura20e e
Tabelall). Relacionando tais parametros com a MSPA sdo obtidas as seguintes
correlacdes de Pearson: 0,89; 0,92; 0,67; e 0,90, respectivamente. Nesse sentido,
exceto o numero de folhas, todos os outros parametros sdo bem correlacionados
com a MSPA.

Portanto uma vez que a SHs aumentaram a MSPA, também mostraram efeitos
positivos no incremento de outros parametros. Respectivamente para as doses de
SHs de 13,8; 27,6; e 41,4 mg dm™de C, houve incrementos de 16, 33 e 50% para a
altura, 15, 25 e 30% para o diametro de colmos, 18, 31 e 39% para o numero de
folhas e 47, 82 e 104% para a area foliar, em relacdo ao tratamento controle, onde
nao houve aplicacdo de N-ureia e SHs.

Da mesma forma que a interacdo das SHs com N-ureia foi prejudicial para o
desenvolvimento do sistema radicular, ocorreu 0 mesmo com a parte aérea. Para
todos os parametros avaliados da parte aérea, houve efeito de interacdo antagbnico

das substancias humicas com o nitrogénio, como podem ser observados nos
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polindbmios gerados (Tabelall), em que o fator que multiplica a interagdo “NSH” é
sempre negativo. Tais resultados negativos podem também estar relacionados a
maior concentracdo de amonio no substrato das plantas que receberam a mistura de

SHs com N-ureia.
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DOSE DE SH (mg dm™ de C)

MSPA (g planta™)

ALTURA (cm)

41,4

27,6

13,8 - 13,8

0,0 0,0
0 100 200

41,4 41,4

27,6 27,6 -

13,8 13,8

0,0 0,0
0 100 200 0 100 200
e AREA FOLIAR (cm?)

41,4

27,6

13,8

0,0
0 100 200

DOSE DE N-UREIA (mg dm™)

Figura 20 — Efeitos da interacdo das doses de N-ureia e substancias himicas nos parametros
avaliados da parte aérea das plantas de cana-de-agUcar. Massa seca da parte aérea —
MSPA (a), altura das plantas (b), didametro do colmo (c), nimero de folhas (d) e area
foliar (e)
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Tabela 11 - Equagfes e R2 dos polindbmios dos parametros avaliados na parte aérea da cana-de-

acucar
Parédmetro Equacéo do Polinbmio R2
4,6432 + 0,0594N*** - 0,0003N****+ 0,1725SH*-
MSPA 0,0011SH? - 0,001 1NSH*** 0,64
16,8291+0,157 1N***-
ALTURA 0,0007N%**+0 1956SH*+0 0002SH20,0014NSH** 0,57
~ 9,8210+0,0447N***-0,0002N*""+0,1205SH*-
DIAMETRO DO COLMO 0,0012SH?-0,000559NSH 0,57
] 5,6799+0,0442N***-0,0001N****+0,0864 SH*-
NUMERO DE FOLHAS 0,0008SH2-0,0004NSH** 0,43
kK %% *_
AREA FOLIAR 199,4461+3,7748N***-0,0180N****+7,7880SH 0.49

0,0676SH%-0,0455NSHN**

Marques Jr.et al. (2008) testando SHs derivadas de vermicomposto no
desenvolvimento inicial de mini toletes de cana-de-agucar, verificou incrementos de
125% na massa seca da parte aérea nos tratamentos que receberam as SHs. Esse
resultado se aproxima ao obtido com a aplicacdo maxima de SHs (41,4 mg dm>de
C) derivada de turfa utilizada neste trabalho, onde houve incremento de 113% na
MSPA. Os efeitos positivos das SHs no crescimento da parte aérea de plantas estédo
relacionados principalmente com o efeito tipicamente hormonal gerado por essas
substancias, o qual influencia diretamente na respiracdo celular, fotossintese,
fosforilacdo oxidadativa, sintese proteica, divisdo celular e varias outras reacdes
enzimaticas (VAUGHAN; MALCOLM, 1985; CHEN; AVIAD, 1990; MUSCOLO et
al., 1993, 1996, 1999; MORA et al., 2010).

De acordo com Mora et al.(2010), o efeito das substancias humicas
relacionadas ao desenvolvimento da parte aérea esta diretamente ligada a ativagédo
das H'-ATPases e ao aumento da absor¢do de nitrato pelas raizes. As SHs s&o
capazes de ativar as bombas de prétons H*-ATPases no sistema radicular bem
como aumentar a absorcao de nitrato nas raizes (PINTON et al., 1999; NARDI et al.,
2002; QUAGGIOTTI et al., 2004). Estudos mostram que 0 nitrato atua como
sinalizador hormonal promovendo o crescimento da parte aérea (SAKAKIBARA,
2006; SAKAKIBARA et al., 2006; RUBIO et al., 2009; GARNICA et al., 2009). Esses
estudos mostram efeitos diretos do nitrato na alteracdo da distribuicdo hormonal
entre as raizes e parte aérea de, por exemplo, as citocininas (SAKAKIBARA, 2006).
Nesse sentido é possivel que a a¢do das SHs sobre o crescimento da parte aérea
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da planta seja devido a mudanca na distribuicdo do nitrato entre a parte aérea e a
raiz. Essa mudanca realizada pela maior atividade das H+-ATPases das raizes,
estimulada pelas SHs, altera a distribuicdo de citocininas, as quais ficam mais
acumuladas na parte aérea da planta incrementando o desenvolvimento (MORA et
al., 2010).

Quanto ao efeito da aplicacdo das doses de N-ureia na producdo de MSPA
(Figura20a), para a dose 100 mg dm?3 houve incremento de 63% e para a dose
200mg dm3 reducao de 3% em relacdo ao tratamento controle. Na dose 100 mg dm3
de N-ureia, dose que melhor respondeu aos parametro avaliados da parte aérea,
aumentou em 52% a altura de plantas (Figura20b), 25% o diametro das plantas
(Figura20c), 60% o namero de folhas (Figura20d) e 100% da area foliar (Figura20e).
A area foliar foi o parametro que mais respondeu positivamente ao nitrogénio.
Segundo Chapman eLemaire (1993), o aumento da disponibilidade do nitrogénio no
sistema possibilita maior crescimento e elongacao das células foliares gerando maior
area foliar e perfilhamento e atua diretamente na capacidade fotossintética uma vez
gue é componente essencial nas proteinas envolvidas na fotossintese, bem como da
clorofila (SEEMANN et al., 1987; LUO et al., 2013).

Os incrementos observados na MSPA estimulados pelas doses de SHs foram
mais expressivos que os obtidos na massa do sistema radicular. O maior aumento
da MSPA em relacdo a MSR através do aumento da dose de SHs causou efeito
direto na reducdo da relacdo raiz: parte aérea das plantas (Figura2l). Isso indica
gue o aumento da dose de SH fez com que as plantas aumentassem a producéo da

parte aérea, porém os incrementos no sistema radicular ndo foram proporcionais.
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Figura 21 - Relagédo raiz: parte aérea (g/g) referente a regresséo das doses de SHs (sem aplicacdo de
N-ureia). Barras de erros representam o erro padrao da média
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Figura 22 - Relacdo raiz: parte aérea (g/g) referente a regressdo das doses de N-ureia (sem
associacdo com SHs). Barras de erros representam o erro padrao da média

Assim como observado na reducdo da relacdo raiz: parte aérea com a
aplicagcédo de SHs (Figura 21), o nitrogénio também fez com que houvesse reducao
dessa variavel (Figura 22).

Sabem-se que as plantas distribuem maior parte da biomassa para a parte
aérea, em relacdo ao sistema radicular, quando estdo submetidas a ambientes ricos
em nutrientes (TILMAN, 1988; GEDROC et al., 1996) e desenvolvem mais o sistema
radicular em ambientes menos férteis (CRICK; GRIME, 1987). Portanto nos

tratamentos que receberam tanto SH quanto N-ureia, ou seja, um ambiente mais rico
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em fertilidade houve preferéncia da planta optar por desenvolver, proporcionalmente,
mais a parte aérea do que o sistema radicular. Por outro lado também foi verificado
gue as plantas do tratamento controle, ou seja, que se desenvolveram num
ambiente mais restritivo em fertilidadeapresentaram maior relagcéo raiz: parte aérea
(Figura2l e 22), indicando que as plantas destinaram o crescimento de biomassa no
sistema radicular, comprometendo o desenvolvimento da parte aérea.

Em suma, as aplicacdes isoladas de N-ureia e SHs foram benéficas ao
desenvolvimento da parte aérea da cana-de-acUcar, aumentando todos os
paradmetros avaliados. Tanto o N-ureia quanto as SHs, aumentaram o diametro do
colmo, o numero de folhas, a altura das culturas e ainda a area foliar, conferindo a

planta maior capacidade fotossintética.

4.4 Teor e Acumulo de Nitrogénio

Na Figura23 é representado o acumulo de nitrogénio na planta de cana-de-
acucar. As SHs, aplicadas isoladamente, ndo mostraram efeito significativo na
alteracdo do N acumulado na parte aérea. No caso da aplicacdo do N-ureia, a dose
100 mg dm™aumentou em 316% o actmulo de nitrogénio na parte aérea da planta
em relag&o ao controle (Figura23). A maior dose de nitrogénio, se comparada com a
aplicacdo da dose 100 mg dm=>de N-ureia, reduziu o acimulo de N na planta, uma
vez que a producao de biomassa também foi menor. No entanto a maior dose de N-
ureia aumentou o teor de N na planta (Figura 24), indicando que houvemaior
concentracdo de nitrogénio na planta devido a menor biomassa produzida. O
aumento do teor estd relacionado com o incremento da dose de N o que,

consequentemente, elevou as formas minerais de N no solo (item 4.1).



DOSE DE SH (mg dm™ de C)

Nitrogénio acumulado na planta (mg planta™)
41,4

27,6

13,8

0 100 200
DOSE DE N-UREIA (mg dm™)

37,7385+2,041N***-0,0085N?***+1,4321SH+0,0065SH2-0,0187NSH***
(R2=0,62)

Figura23 - Nitrogénio acumulado na planta (mg planta™)
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DOSE DE SH (mg dm™ de C)

Teor de Nitrogéniona planta (mg g)
414 -

18
27,6
20
18 20
13,8
0,0

0 100 200
DOSE DE N-UREIA (mg dm™)

7,875+0,159N***-0,0003845N****-0,00771SH+0,00256 SH-0,00124NSH***

(R2=0,71)

Figura 24 - Teor de Nitrogénio na planta (mg g™)

Contrariando o observado com as aplicacdes de N-ureia, em que o0 aumento da
dose aumentou o teor de N na planta, a associacdo das doses de N com as
aplicacoes das doses de SHs, reduziu o teor de N na planta (Figura 24), resultado de
efeito antagbnico dessa associacdo. Para exemplificar o efeito, foi visto que, por
exemplo, as associacfes das doses de SHsa aplicacdo da dose 100 mg dm de N-
ureia reduziu ,em meédia, valor préximo a 10% do teor de N.

Além do teor, a associagcdo do N-ureia com as SHs reduziu o acumulo de
Nitrogénio nas plantas (Figura 23). Estes resultados sao contraditérios ao que foi
observado com os efeitos das aplicacOes isoladas de N-ureia, pois, assim como o
aumento das doses de N-ureia, a associacdo de N-ureia com SHs também
aumentou os teores de N mineral no solo (item 4.1). No entanto enquanto a
elevagcédo dos teores de N mineral do solo, causado pela elevacdo das aplicacdes
isoladas de N-ureia levou ao aumento do teor de N na planta, o0 aumento da
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concentracédo de N mineral do solo consequente da associagcdo de N-ureia com SHSs,
reduziu o teor de N na planta.

A reducdo do acumulo bem como do teor de nitrogénio na planta nas
associacdes de N-ureia na dose 100 mg dm™ com as doses de SHs é reflexo do
efeito bioestimulante observado nos incrementos das biomassas da parte aérea e
sistema radicular da cana-de-acucar. Houve, portanto, um efeito de diluicdo do
Nitrogénio, uma vez que a planta cresceu mais. De acordo comJarrell e Beverly
(1981), quando um nutriente que esta limitando o crescimento da planta é
adicionado na nutrigio da mesma, ele estimula o crescimento vegetal e
consequentemente dilui a concentragdo dos outros nutrientes contidos na planta. No
caso deste estudo ndo foi um nutriente que estimulou o crescimento da planta, mas
sim o efeito estimulante das SHs, amplamente reportado em estudos (NARDI et al.,
2009; TREVISAN et al.,, 2013) e tal efeito fez com que o teor de nitrogénio nas
plantas diminuissem, assim como o acumulo.

Uma das hip6teses desse trabalho era que a associacdo de substancias
hamicas com o nitrogénio proveniente da ureia aumentasse o acumulo, bem como,
os teores de Nitrogénio na planta. Tal hip6tese foi fundamentada na capacidade das
SHs em ativacdo de bombas de prétons na raiz, importante via de absorcdo de
nutrientes, tais como nitrato e amonio (CANELLAS et al., 2012), bem como no
estimulo propiciado pelas SHs na absorcdo de nitrato pelas raizes e ativacdo de
transportadores de nitrato nas raizes e parte aérea (QUAGIOTTI et al., 2004). No
caso deste experimento néo foi possivel verificar se a hipétese é valida ou ndo uma
vez que as doses de nitrogénio utilizadas foram altas e ndo restringiram a absorcéo
de N e nem o crescimento da planta, a ndo ser nos casos de toxidez. Nesse sentido
todas as plantas foram eficientes na absor¢do de nitrogénio, devido a alta fertilidade
decorrente da adubacéo utilizada e também por se tratar de um sistema fechado
onde as raizes ocuparam grande volume do vaso, acessando com maior eficiéncia

0S nutrientes, assim como também relatou Ferreira (2012).
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5CONCLUSOES

1- As substancias himicas extraidas de turfa favoreceram a hidrélise da ureia,
bem como, reduziram a nitrificagdo. As substancias humicas mantiveram o N-

mineral, principalmente, na forma amoniacal.

2-As substancias humicas extraidas de turfa atuaram de forma positiva no

crescimento do sistema radicular e na parte aérea da cana-de-agucar.

3- A adubacdo nitrogenada com N-ureia teve efeitos positivos no crescimento
da planta de cana-de-aclicar em menor dose (dose 100 mg dm™), porém em dose

maior (200 mg dm) o efeito foi negativo.

4-Ocorre diminuicdo da relacdo raiz: parte aérea com aplicacbes isoladas de

N-ureia e substancias humicas extraidas de turfa.

5- A associagdo de substancias humicas extraidas de turfa com N-ureia,
dependendo da concentracdo de N-ureia, ndo resulta em efeito positivo no
crescimento da planta de cana-de-acucar. A mistura dos produtos resulta em
aumento na hidrélise da ureia, e dependendo da dose de N, pode causar toxidez as

plantas.
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