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RESUMO

O nitrogénio (N) é o nutriente mais aplicado na agricultura na forma de fertilizantes
minerais € € o que apresenta menor eficiéncia, devido suas perdas por diversos
processos. O extrato de nim surge como um alternativa para retardar e, ou inibir a
nitrificagéo, reduzindo as perdas do nitrato por lixiviagao. Dois experimentos foram
instalados com o objetivo de avaliar o efeito de extratos de nim e doses de N sobre a
nitrificacdo e sobre o crescimento e a nutrigdo nitrogenada da rucula. No primeiro
experimento, foram testados quatro tratamentos referentes a inibigdo da nitrificagao
com produtos a base de nim (ureia apenas; ureia + mais extrato de semente de nim;
ureia + extrato de folhas de nim; folhas secas de nim aplicadas no solo) e duas
doses de nitrogénio (0 e 320 mgdm™). Para avaliar o crescimento e a nutricio
nitrogenada da rucula, foram testados, em esquema fatorial, quatro tratamentos de
inibicdo da nitrificagdo (ureia apenas; ureia + extrato de semente de nim; ureia +
extrato de folhas de nim; ureia + folhas secas de nim aplicadas no solo) e quatro
doses de N (10, 120, 220 e 320 mg dm™ de N). Produtos & base de nim nao inibiram
o processo de mineralizagdo ou nitrificagdo do N aos 28 dias de incubagédo. O
nitrogénio fornecido na forma de ureia associada a folhas secas de nim,
proporcionou menor produgao total de matéria seca sob baixo suprimento de
nitrogénio. O acumulo de N-total foi superior quando o nutriente foi aplicado com
folhas secas ou com extrato de semente. A resposta da cultura a adubacgéo
nitrogenada, foi dependente dos produtos a base nim adicionados a ureia como

fonte de nitrogénio.

Palavras-chave: Amoénio, absorgéo de nitrogénio, nitrato, nutricao nitrogenada



ABSTRACT

Nitrogen (N) is the main nutrient applied in agriculture as mineral fertilizers, which
has lower efficiency, because their losses by various processes. The neem extract is
an alternative to slow and, or inhibit nitrification, reducing losses of nitrate leaching.
Two experiments were carried out with the objective of to evaluate the effect of neem
extracts and N rates on nitrification and on the growth and nitrogen nutrition of Eruca
sativa. In the first experiment, four treatments were tested regarding nitrification
inhibition with neem-based products (urea only, urea + more neem seed extract, urea
+ extract of neem leaves; urea + dried neem leaves applied to the soil) and two
nitrogen levels (0 and 320 mg dm™). To assess the growth and nitrogen nutrition
eggplant, a factorial scheme with four treatments nitrification inhibition (only urea,
urea + more neem seed extract, urea + extract of neem leaves; urea + dried neem
leaves applied to the soil) and four N rates (10, 120, 220 and 320 mg dm™ of N) were
tested. The neem products not clearly inhibit the both mineralization and nitrification
process after 28 days of incubation. Nitrogen supplied in the form of urea associated
with dry neem leaves, provided lower total dry matter production under low nitrogen
supply.Total nitrogen accumulation was greater when the nutrient was applied with
dry leaves or seed extract neem. The response to nitrogen fertilization of Eruca
sativa, was dependent on the products of neem based added urea as a nitrogen

source.

Keywords: Ammonium, nitrogen absortion, nitrate, nitrogen nutrition



1. INTRODUGAO

O nitrogénio (N) é o elemento mais utilizado na agricultura na forma de
fertilizantes minerais, pois & o nutriente mais exigido pelas plantas. Assim, torna-se
dificil produzir quantidade suficiente de alimentos sem o uso deste insumo na
agricultura. Entretanto, a utilizagao de forma inadequada de N na agricultura propicia
impactos negativos sobre o ambiente de forma direta ou indireta. A produgao
industrial de fertilizantes nitrogenados, conhecida como fixagao industrial, & baseada
na utilizagdo de combustiveis fosseis nao renovaveis, o que os torna entre 0s
insumos, o0 mais caros do sistema de produgao. Este nutriente ainda apresenta uma
dinamica complexa, traduzida por grande mobilidade no solo e por suas diversas
transformacdes nas reagbes quimicas e biolégicas, estando passivel a perdas no
sistema solo-planta-atmosfera.

Ao ser aplicado ao solo na forma de fertilizantes minerais e, ou organicos, 0
N estd sujeito a diversos processos Como mineralizacdo, nitrificagdo, lixiviagao,
imobilizacao e desnitrificagao. O processo de nitrificacdo é responsavel pela geragao
de nitrato (NO3") no solo, por intermedio de bactérias nitrificadoras, que é a forma de
N-mineral predominante em solos aerados. Em solos acidos ou sob anaerobiose, a
forma de N mineral predominante & o amonio (NH4"). Em condigdo de solos jovens,
as perdas de N na forma de NOs; tende a ser maior que em solos mais
intemperizados, tendo em vista que 0s primeiros apresentam maior densidade de
cargas negativas, desfavorecendo a adsorgéo deste anion no solo, o que contribui
para aumentar a concentragao de nitrato na solugao do solo, ocasionando perdas
por lixiviagao.

Uma das formas de se evitar ou diminuir as perdas de N por lixiviagdo &
retardar ou diminuir a geragao de NO3', inibindo-se o processo de nitrificagdo. Ha no
mercado muitos produtos sintéticos que agem de forma eficaz como inibidores da
nitrificagdo, como a nitrapirina, a dicianodiamida (DCD), e o mais recente 3,4-
dimetilpirazole-fosfato (DMPP) (XU, et al., 2005: CANTARELLA, 2007; McGEOUGH
et al., 2012). Contudo, estes produtos apresentam custo elevado, o que inviabiliza
em muitos casos sua utilizagdo. Na busca de produtos alternativos com potencial de
inibicao da nitrificagéo, algumas pesquisas foram realizadas com extratos de plantas

misturadas ao fertilizante mineral (ureia principalmente). Dentre as espécies testadas
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o nim (Azadirachta indica) foi a mais promissora, pois na maioria dos trabalhos
realizados (SANTHI et al., 1986; JOSEPH; PRASAD, 1993; MAJUMDAR, 2008;
MAJUNDAR et al., 2002; MOHANTY et al., 2008; SIVASAKHY; GNANAVELRAHAH,
2010, 2012)., observou-se inibigdo significativa da nitrificagdo com o uso de extratos
de folhas secas ou de sementes trituradas, embora em alguns casos, o inibidor
sintético DCD, tenha sido mais eficiente.

A rucula (Eruca sativa L.) € uma hortaliga pertencente a familia Brassicaceae,
cujas folhas s&o consumidas especialmente em saladas, conservando suas
propriedades nutritivas, sendo rica em vitamina C, potassio, ferro e enxofre,
apresenta ainda propriedades antiinflamatérias e desintoxicante para o organismo.
Dentre as hortalicas, a cultura destaca-se entre as folhosas mais consumidas na
regido Sudeste, onde se concentra 85% da produgéo do pais (FILGUEIRA, 2008).
Do ponto de vista nutricional, a adubagdo nitrogenada esta diretamente ligada a
capacidade da planta em desenvolver-se e realizar os seus processos fisioldgicos.
No presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito do extrato de nim sobre a
nitrificacdo e seu efeito associado a doses de N no crescimento, produgao e nutricao

nitrogenada da racula.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dindmica do nitrogénio no solo

No Brasil a quantidade de fertilizantes nitrogenados aplicados ao solo perde
apenas para os fertilizantes fosfatados (NOVAIS et al, 2007). Os fertilizantes
nitrogenados séo produzidos principalmente a partir de combustiveis fosseis nao
renovaveis, fato que torna o N geralmente o elemento mais caro no sistema de
produgado da cultura (MARCELINO, 2009).

No solo o nitrogénio pode ser encontrado na forma de nitrato (NOg3’), nitrito
(NOy), aménio (NH4") e formas orgénicas, que podem corresponder até 98% do
nitrogénio total no solo (FURTINI NETO et al., 2001; CANTARELLA, 2007). O nitrato
¢ a forma mineral de nitrogénio predominante nos solos sem restrigdo de oxigénio,
sendo gerado pelo processo de nitrificagdo. A nitrificagéo corresponde a oxidagao
biolégica do aménio gerado pela mineralizagdo da matéria orgénica, do solo, ou
proveniente de fertilizantes amidicos ou amoniacais. O processo ocorre em duas
fases, sendo que na primeira ocorre a formagéo de nitrito por agdo das bactérias do
género Nitrosomonas. Ja na segunda fase, o NO;" é convertido a NO3™ por bactérias
do género Nitrobacter (TISDALE et al., 1985).

Em solos jovens como é a maioria dos solos do semiarido, devido ao
predominio de cargas negativas na camada aravel, a sua adsorgéo eletrostatica &
insignificante. Desta forma, o nitrato permanece na solugéo do solo, o que favorece
sua lixiviagao no perfil para profundidades inexploradas pelas raizes. Sob condigbes
de solo saturado, o nitrato pode sofrer desnitrificagdo entéo voltar para a atmosfera
na forma de N,O e NO (CERETTA; FRIES, 1997).

A lixiviagédo de nitrato &€ uma das principais formas de perdas do N disponivel
as plantas (ERREBHI et al., 1998), sendo influenciada diretamente pelos fatores que
determinam o fluxo de agua no solo e pela concentragdo de NO3 na solugéo
(WHITE, 1987). Fatores como sistema de preparo do solo, tipo de solo e forma de
aplicacdo e doses dos fertilizantes nitrogenados, podem influenciar a concentragao
de nitrato na solugéo do solo e assim nas perdas de nitrogénio.

O excesso de nitrato na solugdo do solo tem trazido preocupagdes sob dois
aspectos: primeiro pela contaminagdo de aguas subterraneas e dos mananciais e,

segundo, porque pode elevar as emissdes de formas de N (NO, N2O) nocivas ao
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meio ambiente através na desnitrificagido, em ambientes com baixa disponibilidade
de oxigénio. E importante destacar que, a volatilizagdo do N-ureia na forma de NH3
constitui-se também numa importante forma de perdas de N do solo, especialmente
sob condigdes de pH elevado ou sob condicbes de elevadas temperaturas
(MCGEOUGH et al., 2012).

2.2 Nitrogénio nas plantas

O nitrogénio (N) é o nutriente de grande demanda metabodlica e o que mais
frequentemente limita o crescimento vegetal (MALAVOLTA, 2006; EPSTEIN;
BLOOM, 2006). Os tecidos vegetais apresentam, de maneira geral, teores de N que
variam de 20 a 50 g kg’ da matéria seca (FAQUIN, 2005), podendo variar
dependendo da espécie, do estagio de desenvolvimento e do 6rgdo analisado
(MARSCHNER, 2012). O nitrogénio nas plantas superiores atua como componente
estrutural de macromoléculas e constituinte de enzimas, aminoacidos, proteinas,
acidos nucléicos e clorofilas (TAIZ; ZEIGER, 2006; FAQUIN, 2005). Segundo Barker
e Bryson (2004), a maior porgéo do nitrogénio nas plantas esta na forma de
proteinas, que correspondem a 85% do N total nas plantas, outras formas como
acidos nucléicos (DNA e RNA) correspondem a 5%, e de 5 a 10% do N total como
outras formas de baixo peso molecular; o restante € composto por formas
inorganicas como aménio e nitrato.

As plantas podem absorver o N na forma de ambnio e, ou nitrato,
dependendo das condigdes do solo. Em solos aerados, o N-NO; geralmente € a
principal forma de N absorvida. De acordo com Fernandes e Souza (2006), o
sistema de transporte de ions NH;" para o interior da membrana é do tipo passivo
uniporte, ou seja, a favor de um gradiente de potencial eletroquimico sem que ocorra
a troca por outro ion de mesma carga. Enquanto o sistema de transporte para ions
NO; ¢ do tipo ativo simporte, contra um gradiente de potencial eletroquimico, neste
caso, dois ions H* entram simultaneamente, o que fornece a energia necessaria
para o influxo de NO3".

Quando absorvido na forma de nitrato, o N deve ser reduzido para amoénio
para assim ser incorporado em compostos organicos. Nesta etapa o processo €
mediado pela enzima redutase do nitrato, que utiliza NADH ou NADH(P) como poder

redutor e converte nitrato em nitrito. O nitrito € toxico para as plantas, sendo
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transportado para os cloroplastos nas folhas ou para os plastidios nas raizes para
ser convertido a aménio pela enzima redutase do nitrito (EPSTEIN; BLOOM, 2006).
O aménio gerado é rapidamente convertido em aminoacidos, devido sua capacidade
de despolarizagdo da membrana plasmatica. Esta conversao inicia-se com a agao
das enzimas glutamina sintetase e da glutamato sintase, combinando glutamato com
aménio, formando uma amida, a glutamina. Apdés a conversdo do aménio em
glutamina ocorrem reagdes de transaminagdo, incorporando o N em outros
aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Quando absorvido na forma de N-NO3’, o N pode ser transportado como tal
para a parte aérea, caso nao tenha sido reduzido nas raizes para nitrito e assim para
aménio. Quando absorvido na forma de aménio, o N pode ser assimilado ja nas
raizes na forma de aminoacidos e assim transportado para a parte aérea. Desta
forma o N-NOs” e os aminoacidos s&o as principais formas de transporte de N no
xilema de plantas superiores (FAQUIN, 2005).

O acumulo de nitrato em plantas (especialmente nas folhosas), acontece
quando ha o desequilibrio entre a absorgéo e assimilagdo desse ion pela planta,
porém essas quantidades em excesso sao armazenadas nos vacuolos
(MARSCHNER, 1995).

A deficiéncia de nitrogénio resulta em um crescimento lento com folhas
cloréticas causadas pela baixa assimilagdo que ocasiona um florescimento
prematuro e o encurtamento do ciclo da planta. Porém em excesso, 0 N promove o
desenvolvimento da parte aérea com folhas verde escuras devido a alto teor de
clorofila nos tecidos e pouco crescimento radicular, além de reduzir a resisténcia da
planta a condigbes adversas como pragas e doencas (TAIZ; ZAIGER, 20006).

O N é faciimente redistribuido nas plantas via floema, na forma de
aminoacidos. Quando o suprimento de N pelo meio é insuficiente, o N das folhas
velhas é mobilizado para os 6rgdos e folhas mais novas. Consequentemente,
plantas deficientes em N mostram os sintomas primeiramente nas folhas velhas.
Segundo Ghosh et al. (1995) no processo de remobilizagdo, os compostos
nitrogenados s&o degradados, e o N & liberado na forma de NH,", o qual é
reassimilado e convertido para glutamina e asparagina principalmente, que serao
translocados para os 6rgdos em crescimento e desenvolvimento. A protedlise nestas

condicdes e a distribuigdo de aminoacidos resultam no colapso dos cloroplastos e
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assim ocorre um decréscimo no conteudo de clorofila. Por esta razdo, o
amarelecimento das folhas velhas é o primeiro sintoma de uma inadequada nutrigéo
da planta em nitrogénio (FAQUIN, 2002; EPSTEIN; BLOOM, 2006).

2.3 Inibidores da nitrificacao

Uma das formas de minimizar as perdas de N e os impactos ambientais e
econdmicos associados € o emprego de estratégias ou produtos que impegam ou
diminuam o processo de nitrificagdo do N aplicado na forma de fertilizantes. Neste
sentido, ha no mercado alguns produtos sintéticos conhecidos como inibidores da
nitrificagdo. Estes produtos tém sido empregados para retardar a nitrificagao e
minimizar os possiveis impactos negativos decorrentes do excesso de nitrato no
solo.

Os inibidores tém por objetivo retardar a formagao de NOs no solo mediante
interferéncia na atividade das bactérias do género Nitrosomonas, responsaveis pela
oxidagao do NH," a nitrito (NO?’), que corresponde & primeira fase da nitrificagao
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Esses compostos ocupam os sitios ativos da
monoxigenase, que € um amplo substrato para a oxidagéo catalitica. Conforme o
produto resultante dessa ligagao denomina-se o mecanismo base de inibigdo. A
estabilidade dessa ligacdo confere a habilidade dos compostos em retardar o
processo de nitrificagéo. O teor de matéria organica, a temperatura, o valor pH e a
umidade do solo influem diretamente na eficiéncia dos inibidores, devido a estes
fatores estarem intimamente ligados ao processo de nitrificagao (SAHRAWAT,
1980; 2008; MCARTY, 1999).

Existem varios compostos patenteados como inibidores de nitrificacdo, porém
poucos demonstraram eficiéncia agrondmica e econdmica simultaneamente. Ha
uma série de inibidores sintéticos comercializados em todo o mundo (MAJUMDAR,
2008). Entretanto, no Brasil os principais inibidores comercializados sao a nitrapirina
ou N-serve [2-cloro-6-(tricolorometil) piridina)], a dicianodiamida (DCD) e o mais
recente 3,4-dimetilpirazole-fosfato (DMPP) desenvolvido na Alemanha, o qual
também tem se mostrado eficiente (XU, et al., 2003; CANTARELLA, 2007,
McGEOUGH et al., 2012).

Na busca de alternativas a estes produtos, alguns trabalhos foram realizados
em outros paises testando extratos, pés de folhas ou de sementes de algumas
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espécies vegetais visando retardar ou reduzir a quantidade de nitrogénio nitrificado
no solo (SANTHI et al., 1986, JOSEPH; PRASAD, 1993; MAJUMDAR, 2008;
MAJUNDAR et al., 2002; MOHANTY et al., 2008; SIVASAKHY; GNANAVELRAHAH,
2010, 2012).

Dentre as espécies estudadas, o nim (Azadirachta indica) foi a que
apresentou o melhor desempenho. E uma espécie nativa da india e Myanmar
(antiga Burma), onde cresce em florestas de regides tropicais e subtropicais. Nessas
regides o nim se apresenta como arvore de crescimento rapido e perenifolia
(MAITHANI et al., 2011). Um dos produtos mais explorados da espécie é o 6leo que
& rico em azadiractina, um dos compostos bioativos que agem na inibicdo da
atividade de diversos microrganismos fitopatogénicos e também do solo.

Em condi¢des de laboratério, Santhi et al. (1986) avaliaram o efeito da adi¢do
de extratos de folhas secas, folhas frescas e extrato de sementes moidas de nim
misturadas a solugdes de ureia, sobre a populagdo de bacterias nitrificadoras e
observaram que todos os produtos a base de nim testados foram eficientes em
diminuir a populagao destes organismos, principalmente o extrato de folhas secas. A
azadiractina (um limondide, metabdlito secundario) presente no nim € o composto
bioativo que age inibindo o crescimento dos microrganismos por impedir a obtengao
de alimento (MOHANTY et al., 2008; PAIVA, 2016).

Joseph e Prasad (1993) avaliaram o efeito de dicianodiamida (DCD) e de torta
de nim misturados a ureia em condi¢gdes de campo na india no cultivo do trigo. Os
autores observaram que ambos os produtos foram eficientes em diminuir a produgao
de NO5 no solo, mas a adigdo DCD na ureia foi mais eficiente que a adigdo de torta
de nim. No norte da india, Majumdar et al. (2002) avaliaram o efeito de inibidores da
nitrificacdo sobre a emissées de oOxido nitroso e concluiram que o DCD contribuiu
significativamente para reduzir as emissdes de N,O, entretanto, a utilizagado de
inibidor a base de nim ndo produziu 0 mesmo efeito. Mohanty et al. (2008)
estudaram o efeito de pos de sementes de nim na atividade da urease e da
nitrificacdo em diferentes solos sob diferentes umidades e temperaturas. Os autores
observaram que o inibidor a base de nim nao inibiu a atividade da urease, mas
reduziu significativamente o processo de nitrificagdo. Mais recentemente, Sivasakhy
e Gnanavelrahah (2012) realizaram um trabalho semelhante em condigdes de

campo e concluiram que po de folhas de nim, quando misturados com ureia, ou
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quando aplicado com esterco, como fonte de N, apresenta potencial de reduzir a
lixiviagao de nitrato do solo.

Embora alguns autores tenham mostrado a eficiéncia de produtos a base de
nim como inibidores da nitrificagdo, raramente foi testado este efeito sobre o

aproveitamento do N aplicado e, ou crescimento vegetal.

2.4 Cultura da raucula

A rucula (Eruca sativa L.) é uma hortalica da familia Brassicaceae, cujas
folhas sdo consumidas especialmente em saladas, conservando todas as
propriedades nutritivas, sendo rica em vitamina C, potassio, ferro e enxofre,
apresenta ainda propriedades antiinflamatérias e desintoxicante para o organismo
(MEDEIROS et al., 2007). Suas folhas sdo relativamente espessas e recortadas,
podem ter bordas lisas, variando até ficarem recortadas, de coloragéo verde, com
nervuras (SALA et al., 2004).

Sendo ainda uma cultura de ciclo curto, cresce sob temperaturas amenas,
florescendo em dias longos e com altas temperaturas (MORALES; JANICK, 2002).

Segundo Setubal e Silva (1992), a produgdo das hortaligas depende da agéo
conjunta de fatores geneticos, ambientais e nutricionais. Nos ultimos anos, a cultura
vem apresentando crescimento, tanto na produgdo como no consumo. De acordo
com Filgueira (2008) a area estimada de cultivo no Brasil de rucula é de 6.000 ha
ano', com 85% da produgao nacional concentrada na regido Sudeste, e com
produtividade muito variavel em funcdo do manejo e clima (COSTA et al., 2011). Nos
Ultimos anos a rdcula vem ganhando espago no cenario de folhosas, esse
crescimento significativo na produgéo esta relacionado aos pregos atrativos, que
vem apresentando maiores aumentos em comparagdo aos pregos de outras
folhosas (LINHARES et al., 2008; SILVA et al., 2008).

Por ser uma hortalica folhosa, a adubagao nitrogenada e o manejo séo de
extrema importancia para o bom desenvolvimento da cultura. Dentre os nutrientes, o
nitrogénio encontra-se como o segundo requerido em maior quantidade pela cultura
da rucula (GRANGEIRO et al., 2011).

Aguiar Junior et al. (2010) recomendam a dose de 180 kg de N/ha, havendo
incremento na produgdo, aumento da area foliar, biomassa fresca e seca com
concentragdes de 180, 210 e 190 kg N/ha respectivamente.



3. MATERIAL E METODOS

3.1Localizacao e instalagdo dos experimentos

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetagao do Centro de
Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar da Universidade Federal de Campina Grande
(CCTA), Campus de Pombal-PB, entre o dia 1 de margo a 10 de maio de 2015. Em
ambos, utilizou-se amostras de um Luvissolo Cromico proveniente da Fazenda
Experimental do CCTA, localizada no municipio de Sdo Domingos (PB) coletado a
uma profundidade de 0-40cm. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Solos e Nutrigdo Mineral do CCTA/UFCG para sua caracterizagao fisica e quimica
conforme procedimentos descritos em (Embrapa, 1997). Os resultados obtidos foram
pH (CaCly) 6,44; H+Al: 0,25 cmol.dm™; P: 46 mg kg™ K: 0,22 cmol.dm™; Na*: 12,08
cmoledm™® Ca2*: 2,7 cmoldm™® Mg?": 4,6 cmol.dm™; SB: 26,51 cmoldm™; V%
99.08. Areia 574 g/kg; silte 257 g/kg e argila 169 g/kg.

3.2 Experimento 1: Efeito dos produtos a base de nim sobre a
mineralizagao e nitrificagao

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,
compreendendo quatro tratamentos referentes a inibicdo da nitrificagdo: extrato de
folhas (EF); extratos de sementes (ES); folhas secas (F) e ureia (U) e duas doses de
nitrogénio (0 e 320 mg dm?), com cinco repetigdes, totalizando 40 unidades
experimentais, constituidas por vasos de 1,2 dm™ de solo.

O preparo dos extratos (Figura 1) e sua aplicagdo no solo foi baseada em
Santhi et al. (1986), visando a obtengéo de um fertilizante com 30 g de matéria seca
de sementes ou folhas de nim para cada 100 g de nitrogénio. As folhas e sementes
de Nim foram obtidas de arvores vigorosas do Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar da UFCG. Dessa forma, 28,25 g de folhas ou de sementes secas em
estufa a 50°C foram adicionados em 1000 mL de alcool a 70%. O material
permaneceu por 12 horas ininterruptas de agitacdo em agitador orbital a 180 rpm.
Apos este procedimento, os extratos obtidos foram filtrados e armazenados em
geladeira para posteriormente ser empregado na preparagao das solugdes de ureia.
No preparo das solugdes de ureia foram tomados 100 mL de cada extrato

(correspondente a 2,825 g de massa seca) nos quais foram diluidos 20,9 g de ureia
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(9,4 g de N), dando uma proporgao de 30% de massa seca (sementes ou folhas).
Nos tratamentos de ureia sem inibidores e folhas secas de nim aplicadas ao solo, foi
utilizada uma solugdo de ureia com a mesma concentragdo das demais (20,9
g/100mL). A partir destas solugdes, mediante pipetagens, foram aplicadas as doses
de N, em dose Unica por tratamento. No tratamento com a aplicagao de folhas secas

diretamente no solo, foi aplicada a dose de 1,0 g dm™.

Folhas —> | Secagem (55-60°) > | Peneira (@ 0,1 mm) | Pesagem

ou sementes \L

Armazenamento (€ Filtracdo | <— | Agitagdoa 180rpm |<— 28,25g + 1000 mL

\L por 12 h alcool (70%)

Preparo das solugdes 100 mL | > | Fertilizante liquido com
extratos + 9,4 g de N inibidor

Figura 1- Esquema de obtengao dos extratos alcodlicos e preparo do fertilizante com
inibidor da nitrificag&o.

Durante o experimento o solo foi mantido com umidade correspondente a
70% da capacidade de campo. O controle da umidade foi realizado a cada dois dias
mediante pesagem, utilizando-se agua destilada para repor a agua perdida. Durante
0 experimento os vasos estavam cobertos com uma lona plastica para minimizar a
evaporagdo. Aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a instalagdo do experimento foram
coletados 20 g de solo de cada vaso e levados para a determinagéo de NHs" e NO3°
extraidos em solugédo KCI 1,0 mol L' conforme metodologia descrita em Tedesco et
al.(1985). De posse das concentragdes de amonio e nitrato, foram obtidos as
concentracdes de nitrogénio mineral e a relagao amdnio/nitrato em cada periodo de

coleta.

3.3 Experimento 2: Efeito de doses de nitrogénio e de produtos a base
de nim sobre o crescimento e nutrigdo nitrogenada da rucula

Os tratamentos foram constituidos por um arranjo fatorial 4 x 4,
compreendendo quatro tratamentos de inibigao da nitrificacédo [ureia (U); ureia +

extrato de sementes (ES); ureia + extrato de folhas (EF), folhas secas de nim
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aplicadas no solo (F)] e quatro doses de nitrogénio (10, 120, 220 e 320 mg dm™).
Foi empregado o delineamento experimental inteiramente casualizado com trés
repeti¢des, totalizando 48 unidades experimentais, consistidas de vasos de 4 dm™
de solo com duas plantas.

As mudas de rucula foram produzidas em bandejas 288 células, utilizando-
se como substrato a combinacdo de composto organico e solo, semeando-se trés
sementes por célula. Vinte dias apds a semeadura foi realizado o transplantio de
duas mudas por vaso. As irrigagdes foram realizadas manualmente conforme a
necessidade da cultura.

As doses de nitrogénio foram aplicadas na forma de ureia (45% de N),
conforme os tratamentos, ndo foi utilizada a dose zero, tendo em vista a
possibilidade das plantas ndo se desenvolverem e ndo produzirem material vegetal
para analise. A adubagdo com macro (exceto nitrogénio) e micronutrientes foi
realizada conforme recomendagdo de Malavolta (1980) com as seguintes doses em
mg dm™: P =250; K = 300; Ca = 200: Mg =50; S=50; B=0,5,Cu=1,5; Fe=5;
Mn =4; Mo = 0,15 e Zn = 5,0, utilizando-se fontes p.a. de alta solubilidade em agua.

No ponto de colheita (quarenta dias apds o transplantio), as plantas foram
colhidas e separadas em raizes e folhas e levadas a estufa de secagem (60-65°C)
para obtengéo da matéria seca da raiz (MSR), da parte aérea (MSTA), matéria seca
total (MST) e razéo raiz parte aérea (RRPA). Na matéria seca das folhas foram
determinados os teores de nitrogénio total (N-total) de acordo com Malavolta et al.

(1997), nitrogénio amoniacal (N-NH,4") como descrito em Tedesco et al. (1985).

3.4 Analise estatistica

O efeito das doses de nitrogénio sobre as variaveis dependentes foi avaliado
pelo teste de regressdo polinomial, e o efeito dos tratamentos com inibidores da
nitrificagéo pelo teste de Tukey, sendo ambos os testes realizados ao nivel de 5% de

significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimento 1

Observou que, quando ndo se aplicou nitrogénio ao solo, os teores de
nitrogénio amoniacal (Figura 2A), nitrico (Figura 2C) e nitrogénio mineral (Figura 2E)
no solo, foram inferiores aqueles observados quando aplicaram-se 320 mg N kg™
solo (Figuras 2B, 2D e 2F). Sem aplicag&o de nitrogénio, apenas para 0s teores de
NO5", observou-se diferenga entre os tratamentos a base de nim, em que as maiores
concentragdes deste anion foram proporcionadas por extrato de sementes (ES) aos
21 dias de incubacdo e por folhas secas (F) e extrato de folhas (EF) aos 28 dias de
incubagao (Figura 2C).

Nos tratamentos onde foram aplicados 320 mg N kg" solo, a partir dos 14
dias de incubagdo, a geragdo de amobnio caiu para niveis comparaveis aos
observados sem a aplicacdo de N ao solo e manteve-se assim até os 28 dias apos a
incubagao (Figura 2B). Em relagéo aos tratamentos a base de nim, observou-se que
aos sete dias ap6s a incubagédo, ES e EF propiciaram uma menor geragao de
aménio no solo, indicando que tais tratamentos diminuiram a hidrélise da ureia. Este
resultado contraria o observado por Mohanty et al. (2008), que ao aplicarem p6 de
semente de nim na dose de 20mg/100 mg de N-ureia ao solo, concluiram que o
produto n&o foi eficiente em inibir a hidrélise da ureia, mas inibiu significativamente
a geracao de nitrato no solo.

Por outro lado, ndo observou-se um efeito claro destes tratamentos sobre o
processo de nitrificagéo, pois as concentragdes de NO3’ foram maiores aos 14 e aos
21 dias de incubagado nos tratamentos ES e F respectivamente (Figura 2D). Aos 28
dias de incubacao, contudo, houve maior geragéo de NO3 quando o N foi aplicado

sem qualquer produto (Figura 2D).
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Figura 2-Teores de aménio (A e B), nitrato (C e D), N-mineral (E e F) e relagdo
amoénio/nitrato (G e H) no solo em fungéo dos periodos de incubagao e aplicagao de
extratos de nim com doses de ureia. EF= ureia + extrato de folhas; ES = ureia +

extrato de sementes: F = ureia + folhas secas; U= ureia.
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Os valores de N-mineral, que corresponde & soma das concentragdes de
aménio + nitrato (Figura 2F) tiveram um maximo aos sete dias de incubagao nos
tratamentos onde foram aplicados 320 mg de N. As perdas de N-mineral a partir do
sétimo dia de incubagao podem estar relacionadas a processos de volatilizagao e,
ou imobilizagao (CANTARELLA, 2007). Em relagao aos tratamentos a base de nim,
observou-se que, assim como ocorreu para as concentragbes de amoénio (Figura
2B), aos 21 dias de incubagao, houve maior geragao de N-mineral com o tratamento
F, enquanto aos 28 dias de incubagao, esse efeito foi proporcionado pelo tratamento
sem inibicdo. Quanto a relagao aménio/nitrato (Figura 2H), o comportamento das
curvas foram semelhantes as obtidas para as concentracdes de amoénio (Figura 2B),
ou seja, foram menores com 0s tratamentos ES e EF.

Considerando a média dos periodos de avaliagao ap6s aplicagédo de 320 mg
dm? de N combinada com tratamentos de inibigao (Figura 3), observou-se que 0s
teores de amoénio (Figura 3A) foram inferiores quando o N esteve associado a
extrato de folnhas, seguido do tratamento extrato de sementes. Para os teores de
nitrato (Figura 3B), entretanto, nenhum dos tratamentos de sobressaiu. Estes
resultados indicam que os extratos de nim podem ter inibido o processo de hidroélise
da ureia, mas, como ja mencionado, estes extratos nao foram eficientes em inibir o

processo de nitrificagao.

180 ] 250 W B)
160 A)
140 - 200 A
= 120 A1 a
¥ 100 | & 150
Qo oo
£ 897 £ 100
= 60 1 ol
Z 40 - Z 50
20 A
0 T | 0 T |
EF ES F U ES F. U
Tratamentos Tratamentos

Figura 3- Teores de amonio (A) e de nitrato (B) no solo na média dos quatros

periodos de avaliag&o (7, 14, 21 e 28 dias ap6s a incubagéo) na dose 320 mg dm>.
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4.2 Experimento 2

A resposta da racula as doses de nitrogénio, em termos de producao de
matéria seca, foram dependentes dos tratamentos a base de nim (Figura 4). Embora
para a maioria dos casos, o ajuste tenha sido quadratico, alguns coeficientes nao

foram significativos.

A) B)

. . -
12 1 wEF y=-1E-05nsx2 +0,0061nsx +5,3431 R = 0,54 6 - mwEF y=7E05™ - 0,0275%x + 3348 R = 1
=ES y=-3E-05nsx2 +0,0098nsx + 5,5023 R? = 0,62  OESrai? - OTI06R | A RSO
10 { _F y=-6E05™¢ +0,0238% + 49783 R* = 0,99 — ' ' '
' ) ' S 1 e y=1E07™ +0,0028% + 06554 R? = 0,55
— aU y=2E-05nsx -0,0081nsx + 6,2699 R? = 0,73 oE ' ’ ’
o 81 4 a g 4] =U y=-3E-05"¢ +00073nsx + 15857 R* =035
=
Il [ =~
- % aa K]
g; 6 1 aa 4
~ o
g %
= 4 =
2 4
0 - : ; )} ‘
10 120 220 320 10 120 220 320
C) D)
14
] wer y=sE05™2-00213nx + 86889 R = 0,84 19 Lgp y=1E-05"% -0,005"x + 0601 R* = 0,99
WES Y= -5E-05"2 + 0,0158nsx + 6,8671 R? =0,97 W - ' ' '
12 4 wES Y =-3E-06% +0,0007™ +0,2397 R* = 0,70
“F y=-BE-05nsx2 +0,0267nsx +5,6343 R* = 0,89
U = som auste 08 ] =F ¥=000035%+01171R: =047
w = v
10 + sy Y=00525"x2 +0,2395"x + 0,0925 R* = 0,40
= | @ : &
5 896
56 £%%1a
= a
2 B2
-6 <
Q 204
= & 0,4
o
4 -
0,2 |
2 o
0. ; & i o | ; %
10 120 220 320 10 120 220 320

Dose de N (mg dm3) Dose de N (mg dm-3)

Figura 4. Producdo de matéria seca da parte aérea (A), Produgao de matéria seca
das raizes (B), Produgdo de matéria seca total (C) e razdo raiz/parte aérea (D)
funcao de doses de nitrogénio e de tratamentos a base de nim (Azadirachta indica).
EF= ureia + extrato de folhas; ES = ureia + extrato de sementes; F = ureia + folhas
secas: U= ureia. Dentro de cada dose de N, médias seguidas por letras iguais, nao
diferem entre si (Tukey, 5%).

A producdo de matéria seca da parte aérea (Figura 4A) apresentou ajuste
quadratico significativo apenas quando se forneceu nitrogénio associado a folhas
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secas. Para esta variavel, na dose 220 mg N dm™ o maior valor foi obtido com o
tratamento folhas secas e extrato de folhas. Nas doses 10 e 320 mg de N, nao
houve diferenca entre os tratamentos a base de nim. Ratke et al. (2011) observaram
que a otimizagdo da adubagao nitrogenada de ricula ocorreu por meio de ureia de
liberagao lenta e com inibidores da urease.

A producédo de matéria seca de raizes (Figura 4B) ajustou-se ao modelo
quadratico de regressdo apenas nos tratamentos extrato de folhas e extrato de
sementes. Nas doses extremas de N (10 e 320 mg dm™) a produgdo de matéria
seca de raizes foi superior com o tratamento extrato de folhas (Figura 4B). Nas
demais doses de N, este tratamento, assim como o tratamento folhas secas na dose
120 mg N dm™, resultou nos menores valores para esta variavel.

Em relagdo a produgdo de matéria seca total (Figura 4C), apenas no
tratamento sem aplicagdo de inibidor, ndo houve ajuste desta variavel em fungéo
das doses de N aplicadas. Como observado para a matéria seca da parte aérea
(Figura 4A), na dose 220 mg N dm™ o fornecimento de N associado a folhas secas
favoreceu o crescimento da rdcula. Entretanto, na dose 10 mg N dm™® houve
imobilizagédo do N aplicado.

A relagéo raiz/parte aérea (Figura 4D) em termos de matéria seca, apresentou
comportamento semelhante & produgao de raizes (Figura 4B), ou seja, houve
ajuste quadratico para regressdo apenas nos tratamentos extrato de folhas e
extrato de sementes. Nas doses extremas de N (10 e 320 mg dm™) a producéo de
raizes foi superior com o tratamento extrato de folhas (Figura 4B). Tais resultados
mostram que, o N-ureia fornecido de forma associada a produtos base de nim
afetaram o crescimento da rdcula. Sugere-se que estudos posteriores sejam
realizados para se definir a melhor proporgéo extrato/nitrogénio para otimizagao dos
resultados ou definir mais claramente os efeitos destes produtos sobre o processo
de nitrificacao e sobre o crescimento de hortali¢as.

As variaveis relativas a nutricdo nitrogenada da rdcula (Figura 5) foram
influenciadas pelas doses de N e pelos tratamentos relativos aos produtos a base de
nim (Tabela 2A), mas n&o pela interagdo entre estes fatores. Observou-se que os
teores de N total (Figura 5A), amoénio (Figura 5C) e os acimulos N-total (Figura 5B)

e aménio (Figura 5D) aumentaram de forma linear com as doses de N aplicadas.
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Em trabalho avaliando o efeito de doses de N sobre a produgéo de nutrigéo
nitrogenada da rucula, Steiner et al (2011) obtiveram resultados semelhantes ao
deste trabalho. Da mesma forma, em trabalho de campo, Purquerio et al. (2007)

observaram elevagao dos teores de N com as doses de N aplicadas na cultura da

racula.
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Figura 5-Teor (A) e acumulo de N-total (B) e teor (C) e acumulo (D) de amoénio (N-

NH,") da rGcula em fungdo dos tratamentos de inibigdo da nitrificagdo. ™ e

Significativo ao nivel de 1% e 5%, respectivamente, pelo teste de t.

No que se refere ao efeito dos produtos a base de nim sobre as variaveis
relacionadas & nutricdo nitrogenada da rucula (Tabela 1), observou-se que o
acumulo de N-total foi afetado apenas pelos tratamentos. O maior teor foi
proporcionado quando o nitrogénio foi fornecido na forma de ureia associada a
folhas secas ou com extratos de sementes de nim. Contudo, este efeito néo se
refletiu na producdo de matéria seca total da cultura (Figura 4C), nem
necessariamente se relacionou com a recuperagdo do nitrogénio aplicado. Como ja
mencionado, o efeito dos produtos a base de nim sobre o processo de nitrificagao e
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suas implicagdes na nutrigdo nitrogenada da rucula n&do ficou muito claro com os
resultados obtidos no presente trabalho. Uma das dificuldades da interpretagao
desses efeitos é o fato do nitrogénio apresentar uma dindmica muito complexa, que
além do processo de nitrificagdo, pode sofre perdas por volatilizagdo ou pode ser
adicionado ao solo pelo processo de fixagdo bioloégica, que neste caso, se ocorreu,
foi por intermédio de bactérias fixadoras de N de vida livie (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Dessa forma, os efeitos desses produtos sobre o aproveitamento de N do
fertilizante nitrogenado devera ser acessado apenas com estudos posteriores mais
refinados.

Tabela 1- Teores e actimulos de nitrogénio (N) total e amoniacal (NH4") em folhas de

racula em fungéo dos tratamentos de inibigdo da nitrificagéo.

Tratamentos N-total N-NH," Acumulo de N Acumulo de NH,"
-g kg- mgkg™ mg planta™ -----——---------—-

U 39,2 a 732,7 a 22,72 b 430a

LU +ES 453 a 707,0 a 27,17 ab 427 a

U+EF 416 a 583,3 a 2479 Db 3,43 a

U+ F 46,6 a 616,0 a 30,09 a 3,99 a

U =ureia; ES = Ureia + Extrato de Sementes; Ureia + Extrato de Folhas; Ureia +
Folhas secas.

Os teores de nitrato nos tecidos foliares da rucula foram afetados apenas
pelas doses de N (Figura 6). Observou-se elevagéo linear desta variavel como as
doses de N aplicadas, semelhante ao observado para as demais frages de N
(Figura 5), com excegéo do acimulo de N (Figura 5B), cujo efeito foi quadratico.
Resultado semelhante foi encontrado em trabalho avaliando a produgéo de rucula e
acumulo de nitrato em fungdo da adubagao nitrogenada no qual Steiner et al (2011)
concluiram que o teor de nitrato na matéria seca das folhas de rucula aumentaram
linearmente com as doses de nitrogénio (0, 40, 80, 120 e 160 mg dm?) , utilizando
ureia. O teores encontrados variaram 3,72 a 11,72 g kg”. Outros resultados
semelhantes foram observados por Faquin et al. (1994), Mantovani et al. (2005) e
Cavarianni et al. (2008), os quais afirmam que o teor de nitrato na planta depende

muito da sua disponibilidade no meio de cultivo.
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Figura 6- Teor de nitrato em fungdo das doses de nitrogénio. EF = extrato de folhas;
ES = extrato de sementes; F= Folha secas; U= ureia apenas. **Significativo ao nivel

de 1% pelo teste de t.

O acumulo de nitrato nos tecidos foliares da rucula (Figura 7) foi influenciado
pelas doses de N, pelos produtos a base de nim e pela interagéo entre estes fatores.
Os menores acumulos de nitrato foram proporcionados pelo tratamento utilizando
apenas ureia, indicando, que este tratamento pode ter promovido menor absorgao
de N, embora outros fatores, como a atividade da redutase do nitrato possam
influenciar nos teores foliares de nitrato na planta (ARAUJO et al., 2012). Entretanto,
nem sempre existe correspondéncia entre os teores de amonio ou nitrato no solo
com os respectivos teores nos tecidos foliares. No caso do aménio, sua assimilagao
ocorre quase que exclusivamente nas raizes, sendo pouco transportado para as
folhas (TAIZ; ZEIGER, 2006). O nitrato, por sua vez, pode ser assimilado tanto nas
raizes, quanto nas folhas, dependendo da espécie vegetal (ARAUJO et al., 2012).
Dessa forma, o menor acumulo de nitrato quando o N foi fornecido na forma de ureia
ndo indica necessariamente menor taxa de nitrificagdo do N, mas pode ser um
reflexo da maior perda de N por volatilizagédo, ja que alguns produtos diminuiram a

hidrélise da ureia, ainda que pelo um curto periodo.
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5. CONCLUSOES

Os produtos a base de nim nao inibiram claramente o processo nitrificagéo do
N-ureia aplicado ao solo, aos 28 dias de incubagéo.

O nitrogénio fornecido na forma de ureia associada a folhas secas de nim,
proporcionou menor produgdo de matéria seca total sob baixo suprimento de
nitrogénio.

Apos sete dias de incubagao, ES ou EF proporcionam uma menor geragéo de
amonio no solo, indicando que tais tratamentos diminuiram a hidrolise da ureia.

A racula respondeu positivamente a adubagéo nitrogenada, mas a resposta
foi dependente dos produtos a base nim adicionados a ureia como fonte de

nitrogénio.
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APENDICE

Tabela 1A. Resumos das andlises de variancia para valores da massa seca da parte
aérea (MSPA), de raizes (MSR), total (MST) e raz&o raiz/ parte aérea (RRPA) de
plantas de ricula em fungéo de doses de N e tratamentos de inibigao da nitrificagao.

Fonte de Quadrados médios
variagéo GL MSPA MSR MST RRPA
N 3 1,18 0,23" 042" &,
Tl 3 0.74" | 274 [, 340* 0,05**
N x TI 9 0. 97 1,73** 2,98** 0,05**
Residuo 32 0,30 0,10 0,40 0,00
CV(%) 9,13 20,60 8,41 21,88

* g " significativo a 1% e n&o significativo pelo teste de F, respectivamente. N: doses de nitrogénio;
TI: tratamento de inibic&o da nitrificagdo; CV: coeficiente de variagao.

Tabela 2A. Resumos das analises de variancia para valores de N-total, acimulo de
nitrogénio nas folhas, teor de ambénia (NH4" e 0 acumulo de aménia pelas folhas em
plantas de rdcula em fungéo de doses de N e tratamentos de inibicao da nitrificacéo.

Fonte de Quadrados médios
variagao GL N-total Acde N Teor NH,4" Ac NH,4*
N 3 11,94** 575,80** 55593,22" - 3
Tl 3 .35 120,67 61211,88" 1.99"
N x Tl 9 e 118,92** 27195,0™ 1,42
Residuo 32 0,47 20,53 27113,33 1,07
CV(%) 15,96 17,30 24,96 25,92

= ¢ " significativo a 1% e n&o significativo pelo teste de F, respectivamente. N: doses de nitrogénio;
TI: tratamento de inibig&o da nitrificagdo; CV: coeficiente de variagéo.

Tabela 3A. Resumos das andlises de variancia para valores de teor de nitrato (NO3”
e acumulo de nitrato (NO3” para plantas de racula em fungdo de doses de N e
tratamentos de inibicdo da nitrificacdo.

Fonte de Quadrados médios
variagao GL Teor NO3 Ac NO3
N 3 333,80** 13047,94**
Tl 3 32,62 1728,57**
N x Tl 9 14,89"° 712,04
Residuo 32 Tilo 321,62
CV(%) 30,81 32,18

** ¢ ™ significativo a 1% e n&o significativo pelo teste de F, respectivamente. N: doses de nitrogénio;
TI: tratamento de inibig&o da nitrificagéo; CV: coeficiente de variagao.
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