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RESUMO

CAVALCANTI FILHO, PAULO. F. M. DSc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Maio de 2024. DINAMICA DO NTD E A EXPRESSAQ
DE TRANSPORTADORES DE NITRATO EM MARACUJAZEIRO SUBMETIDOS A
ADUBACAO ORGANICA E ACIDOS HUMICOS. Orientador: Luciano Pasqualoto
Canellas.

O manejo da adubacéo organica no cultivo de maracujazeiro frequentemente se
baseia em praticas empiricas, guiadas pelas respostas observadas nas plantacées
e pela experiéncia dos produtores. O conhecimento das respostas fisiolégicas da
planta a adubagé&o organica € fundamental para os programas de fertilidade. Este
estudo compreendeu dois experimentos destinados a investigar o uso de adubos
organicos no cultivo do maracujazeiro. No primeiro experimento, a dinamica de
curto prazo do nitrogénio total dissolvido foi avaliada, enquanto o segundo
investigou a expressao diferencial dos transportadores de nitrato e da H+-ATPase
de membrana plasmética em mudas de maracujazeiro adubadas com diferentes
fertilizantes organicos, com ou sem a presenc¢a de acidos humicos. No primeiro
experimento, foi adicionado o equivalente a 1g de nitrogénio total dissolvido,
provenientes de diferentes adubos organicos, a amostras de Latossolo Amarelo

distrocoeso tipico. Os tratamentos incluiram: controle (apenas solo); solo com
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vermicomposto; solo com esterco; solo com torta de mamona; solo com bokashi.
Durante um periodo de 35 dias, o nitrogénio total dissolvido e o carbono orgéanico
dissolvido foram monitorados a cada 7 dias. Verificou-se que os adubos organicos
apresentaram uma dinamica de concentragao linear decrescente de nitrogénio total
dissolvido com o tempo de incubacdo, com exce¢do da torta de mamona que
apresentou modelo exponencial. Embora tenha sido observada uma distincdo na
dindmica de concentracdo de nitrogénio total dissolvido entre os diferentes
fertilizantes, essa variagao nao influenciou o teor de nitrogénio das plantas nem os
parametros biométricos avaliados com excecdo da massa seca da raiz. No
segundo experimento, o equivalente a 1g de nitrogénio total dissolvido em agua,
proveniente de esterco de curral, torta de mamona e ureia, foi adicionado as mudas,
que foram tratadas ou ndo com uma suspensédo de &cidos humicos (2 mmol/L). A
expressdo diferencial dos transportadores de nitrato de baixa e alta afinidade
(PeNRT2.2 e PeNRT1.1) e da H+-ATPase (PeMha) foi analisada por gRT-PCR. Os
resultados indicaram que a aplicacdo de acidos humicos aumentou a expressao
dos transportadores de nitrato e das bombas de prétons membranares. Nesse
trabalho foi observado que o esterco de curral aumenta a expressao diferencial dos
transportadores de NOs  de alta afinidade (NTR2.2) e que a aplicacdo de AH
amplifica essa resposta ndo s para o esterco, mas também para a ureia., mas sem
qualquer efeito para a torta de mamona Esse efeito pode ser justificado em parte
pelas diferencas na matéria organica de cada fertilizante influenciando diretamente
a concentracédo de NO3z no meio e consequentemente a expresséo dos genes dos
transportadores. Conclui-se que, a aplicacdo de acidos huamicos promoveu a
expressdo dos genes PeNRT2.2 e PeMHA indicando a possibilidade de melhorar
a eficiéncia da absorcdo do nitrogénio na fase de crescimento inicial do

maracujazeiro adubados com fertilizantes organicos.

Palavras-chave: Nitrogénio total dissolvido; GENES NRT; ATPase
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ABSTRACT

CAVALCANTI FILHO, PAULO. F. M. DsC. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. May 2024. DYNAMICS OF NTD AND THE
EXPRESSION OF NITRATE TRANSPORTERS IN PASSION FRUIT PLANTS
WITH ORGANIC FERTILIZATION AND HUMIC ACIDS. Advisor: Luciano
Pasqualoto Canellas.

The management of organic fertilization in passion fruit cultivation is often
based on empirical practices, guided by observations in plantations and producers'
experience. Understanding the physiological responses of plants to organic
fertilization is crucial for fertility programs. This study comprised two experiments
aimed at investigating the use of organic fertilizers in passion fruit cultivation. In the
first experiment, the short-term dynamics of dissolved total nitrogen were evaluated,
while the second experiment investigated the differential expression of nitrate
transporters and H+-ATPase of plasma membrane in passion fruit seedlings
fertilized with different organic fertilizers, with or without the presence of humic
acids. In the first experiment, the equivalent of 1g of dissolved total nitrogen from
different organic fertilizers was added to samples of typical dystrocohesive Yellow
Latosol soil. Treatments included: control (soil only); soil with vermicompost; soil

with manure; soil with castor bean cake; soil with bokashi. Over a period of 35 days,
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dissolved total nitrogen and dissolved organic carbon were monitored every 7 days.
It was found that organic fertilizers exhibited a linear decreasing concentration
dynamic of dissolved total nitrogen over the incubation time, except for castor bean
cake, which showed an exponential model. Although a distinction in the dynamics
of dissolved total nitrogen concentration among different fertilizers was observed,
this variation did not influence the nitrogen content of plants or the biometric
parameters evaluated, except for root dry mass. In the second experiment, the
equivalent of 1g of dissolved total nitrogen in water, derived from cattle manure,
castor bean cake, and urea, was added to the seedlings, which were treated or
untreated with a suspension of humic acids (2 mmol/L). The differential expression
of low- and high-affinity nitrate transporters (PeNRT2.2 and PeNRT1.1) and H+-
ATPase (PeMha) was analyzed by gRT-PCR. The results indicated that the
application of humic acids increased the expression of nitrate transporters and
membrane proton pumps. It was observed in this work that cattle manure increased
the differential expression of high-affinity NO3- transporters (NTR2.2), and the
application of HA amplified this response not only for cattle manure but also for urea,
with no effect observed for castor bean cake. This effect may be partly justified by
differences in the organic matter of each fertilizer directly influencing NO3-
concentration in the medium and consequently the expression of transporter genes.
It is concluded that the application of humic acids promoted the expression of
PeNRT2.2 and PeMHA genes, indicating the possibility of improving nitrogen
absorption efficiency in the initial growth phase of passion fruit fertilized with organic

fertilizers.

Keywords: Total dissolved nitrogen; NRT GENES; ATPase.



1 - INTRODUCAO

A maioria das espécies do género Passiflora tem sua origem na regido
tropical e subtropical da América do Sul. O Brasil € amplamente reconhecido como
o principal centro de diversidade genética desse género, com mais de 152 espécies
nativas, predominantemente encontradas na parte Central e Norte do pais (Manica,
2005). Além disso, o Brasil detém o titulo de maior produtor mundial de maracuja.
A cultura do maracujazeiro é predominante nas regides Nordeste, Sudeste e Norte
do pais. Em 2022, a producao brasileira atingiu a marca de 697.859 toneladas, com
uma produtividade média de 15,3 toneladas por hectare (IBGE, 2022).

Os adubos organicos, constituidos por materiais de origem animal ou
vegetal, muitos dos quais sao considerados residuos ou rejeitos, desempenham
um papel significativo na agricultura organica ou ecoldgica (Weinartner et al., 2006).
Além de promover melhorias nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do
solo, o uso desses adubos ndo apresenta impactos negativos no ambiente,
tornando-se uma opcdo ecologicamente correta e economicamente viavel.
Portanto, sua adocéo e investigagdo devem ser mais amplamente difundidas no
meio agricola (Pereira et al., 2013). De forma adicional, o0 emprego de fertilizantes

organicos ndo apenas aprimora os atributos fisicos do solo, como também
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influencia a temperatura e a penetracédo das raizes, possibilitando a integracdo de
compostos organicos que fornecem nutrientes essenciais as plantas (Salles et al.,
2017).

O nitrogénio (N) representa o elemento mineral de maior demanda pelas
plantas, sendo essencial para diversos componentes celulares vegetais, incluindo
clorofila, aminoacidos e acidos nucleicos (Taiz e Zeiger, 2017). No contexto do
maracujazeiro, assim como em outras culturas, o nitrogénio é o nutriente mais
absorvido. Em uma lavoura com densidade de 1.500 plantas/ha, a absor¢ao anual
pode atingir 205 kg de N/ha (Haag et al., 1973). No entanto, a exigéncia nutricional
por esse elemento varia de acordo com o estado fenolégico da planta (Mattar et al.,
2018; Haag et al., 1973).

A maior parte do nitrogénio total presente no solo (> 98%) encontra-se
imobilizada na matéria organica, tornando-se pouco disponivel diretamente para as
plantas. A converséao do nitrogénio organico em formas inorganicas ocorre por meio
de processos bioldgicos que envolvem microrganismos do solo (Bartholomew,
1965). A taxa de mineralizagdo do nitrogénio varia entre os diferentes tipos de
residuos orgéanicos, sendo este processo influenciado, entre outros fatores, pela
composicao quimica dos residuos (Trinsoutrot et al., 2000). Conforme Lisboa et al.,
(2018) observaram, a sincronizagao dos periodos de maior liberacéo de nitrogénio
no solo com as fases de maior requerimento de nitrogénio pelas plantas representa
uma grande dificuldade, devido a alta variabilidade nas taxas de mineralizacdo de

nitrogénio em residuos.

O nitrogénio prontamente assimilavel dissolvido na solugcéo do solo (NTD)
consiste em duas fracdes principais: nitrogénio organico dissolvido (NOD) e
nitrogénio inorganico dissolvido (NID). O NID compreende as formas de amonio
(NH4+), nitrato (NO3-) e nitrito (NO2-) (Yan et al., 2015).

Em solos bem aerados, a absor¢cdo de NO3- predomina nas plantas

cultivadas, e se nao for absorvido pelas raizes das plantas ou utilizado por
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microrganismos, pode ser lixiviado (Dechorgnat, 2011). As plantas possuem dois
sistemas de absorcao de NO3-, os quais operam de acordo com as concentracdes
de NO3- no meio externo. Os sistemas de alta afinidade (HATS) funcionam quando
o NOS3- esta presente no solo em baixa concentracdo (<1 mM). Por outro lado, o
sistema de baixa afinidade opera preferencialmente em concentracdes elevadas de
NO3- (>1 mM) (Siddiqi et al., 1990).

A matéria organica presente no solo e nos residuos, do ponto de vista
estritamente tedrico, pode ser dividida em dois grandes compartimentos. Um deles
€ composto pela fragcdo ndo-humificada, que engloba os restos vegetais e animais
pouco decompostos, bem como 0s compostos organicos com categorias
bioquimicas definidas, como proteinas, acucares, ceras, graxas e resinas. O outro
compartimento é formado pelas substancias humificadas. As substancias humicas
(SH) séo produtos da intensa transformacéo dos residuos organicos pela biomassa
e pela polimerizacdo dos compostos organicos em macromoléculas resistentes a

degradacéo biolégica (Santos e Camargo, 1999)

De acordo com Piccolo (2001), as SH podem ser conceituadas como uma
aglomeracdo ou mistura heterogénea de moléculas relativamente pequenas
mantidas em um arranjo supramolecular dindmico devido a interacdes fracas,
predominantemente de natureza hidrofébica e ligacbes de hidrogénio nao
covalentes. ApOs a separacao quimica, os acidos humicos e flulvicos emergem
como os dois principais componentes das substancias himicas. Suas composi¢des
meédias no solo sdo Ci3s His2 Ogs Ns Sz para 0s acidos fulvicos e Cis7 Hiss Osg N9 S
para os acidos humicos (Schnitzer e Khan, 1972). As SH sao definidas como
compostos organicos condensados, produzidos pela atividade microbiana, que
formam agregados supramoleculares organizados em associa¢fes de diversos
compostos organicos de baixa massa molecular, contendo dominios
predominantemente hidrofilicos (acidos fulvicos) ou hidrofilico-hidrofébicos (acidos
hamicos) (Baldotto et al., 2014).



As SH exercem influéncias significativas na estrutura fisica do solo,
manifestadas pela maior retencdo de agua, melhoria da aeracdo e consequente
resisténcia aumentada a erosédo, atribuida as suas particulas coloidais capazes de
formar uma emulsdo quando em contato com a agua (Kiehl, 1985). Além disso, as
substancias humicas tém impactos diretos na estrutura quimica e microbiolégica
dos ambientes em que estéo presentes, bem como influenciam o metabolismo e o

crescimento das plantas (Canellas et al., 2005).

A Instrugédo Normativa de 8 de julho de 2020 estabeleceu a definicao de
biofertilizante de SH como o produto resultante da decomposicdo e solubilizagéo
de materiais organicos, seguida de oxidacdo, constituido essencialmente por

acidos humicos, acidos falvicos e huminas (MAPA, 2020).

Os efeitos sobre a absor¢cdo e assimilacdo de NO3- em plantas tratadas
com SH foram previamente documentados na literatura. Estudos investigaram a
aplicacao de SH e seus impactos na taxa de absorcéao liquida de NO3- (Dell’Agnola
e Nardi, 1987; Nardi et al.,, 1991; Piccolo et al., 1992). Vacarro et al. (2015)
empregaram SH como pré-tratamento em sementes de milho e observaram um
aumento na expressao relativa de cinco genes responsaveis pelas enzimas-chave
na assimilacdo de N e na sintese de &cidos organicos: NR (nitrato redutase), AS
(asparagina sintetase), CS (citrato sintetase), IDH (isocitrato desidrogenase) e MDH

(malato desidrogenase) nas plantas.

Estudos que investigaram a aplicagdo de SH sobre o0s genes
transportadores de NO3- de alta e baixa afinidade foram examinados em diversas
culturas (Quaggiotti et al., 2004; Tavares et al., 2017; Zanin et al., 2018; De Azevedo
et al., 2019). No entanto, os efeitos das SH na transcricdo dos genes

transportadores de NO3- em maracuja ainda nao foram descritos.

O objetivo deste estudo foi avaliar a dindmica de NTD a curto prazo em
amostras da camada superficial de um Latossolo Amarelo Ditrocoeso Tipico,

submetido a adubacdo organica com diferentes residuos, bem como verificar o
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efeito da aplicacdo de acidos humicos na expressao de genes transportadores de
NO3- em plantulas de maracujazeiro tratadas com 1 g de NTD de diferentes fontes

organicas.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do maracujazeiro.

O Brasil destaca-se como centro de origem do género Passiflora, com mais
de 152 espécies nativas nas regides Centro e Norte, entre as quais se destacam o
maracujd amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) e o maracuja doce
(Passiflora alata Curtis), lideres de consumo no pais (Manica, 2005). O pais lidera
globalmente na producdo de maracuja, cultivando essa fruta principalmente nas
regides Nordeste, Sudeste e Norte. Em 2022, a producéo nacional atingiu 697.859

toneladas, com produtividade média de 15,3 toneladas por hectare (IBGE, 2022)

A espécie Passiflora edulis Sims é botanicamente descrita como uma
planta perene, com crescimento continuo, podendo alcancar de cinco a dez metros
de comprimento. Seu sistema radicular € do tipo pivotante, superficial,
concentrando a maior parte das raizes entre 30 e 45 cm de profundidade, em um

raio de 60 cm a partir do tronco (Sousa, 2000).

Segundo Haag et al., (1973), o crescimento do maracujazeiro é
inicialmente lento até atingir o fio de sustentacéo (2 m), o que geralmente ocorre
entre 60 a 90 dias apds o plantio da muda no campo, variando de acordo com a

época de plantio. ApGs esse periodo, observa-se um aumento no crescimento



vegetativo seguido por uma intensa floracdo. O crescimento vegetativo continua
até a planta atingir o maximo acumulo de matéria seca e producédo de frutos,
aproximadamente 240 dias apos o plantio das mudas. Conforme Manica (2005), o
ciclo da florada a colheita do fruto € de 60 a 90 dias.

Dentre os elementos que podem influenciar positivamente no incremento
da produtividade estédo a nutricdo mineral e a adubacao das plantas, nas quais, por
meio de técnicas de adubacdo quimica e organica, os nutrientes devem ser
fornecidos em quantidades e momentos adequados as necessidades das plantas
(Borges et al., 2006).

2.2 Fertilizantes organicos

Ap0s a Primeira Guerra Mundial, ocorreram transformacdes significativas
nos processos industriais e nos modelos de producdo em todo o mundo. No meio
rural, surgiram estimulos para a adocdo de novas técnicas e praticas visando
aumentar a produtividade. Segundo Saquet (2017), esse conjunto de medidas ficou
conhecido como revolucédo verde. Esse modelo de producéo se baseou em novas
tecnologias desde o plantio até a colheita e comercializacao, envolvendo o uso

intensivo de sementes modificadas, fertilizantes e pesticidas.

A partir desse contexto, emergiu 0 uso desenfreado de produtos quimicos,
resultando na dependéncia da agricultura pela utilizacdo de pesticidas e em outros
obstaculos, tais como a substituicdo da m&o de obra manual pela mecanizacao
rural, a introducdo de plantas geneticamente modificadas e a urbanizacao

desorganizada (Saquet, 2017).

Na segunda metade da década de 70, foram organizados os primeiros
eventos sobre agricultura alternativa, promovidos por entidades profissionais e
estudantis de agronomia. Tais iniciativas viriam a ter desdobramentos futuros
quanto a sensibilizacdo, capacitacdo e engajamento dos agrébnomos no
movimento ambientalista e nos movimentos sociais do campo. O termo

"agricultura alternativa" assumia uma abrangéncia as distintas correntes de



contestacdo ao modelo dominante: agricultura biolégica, natural, permacultura,

organica, biodinamica, entre outras (Da Costa et al., 2015 apud Merrill, 1983).

Um desafio atual € o manejo de fertilizantes convencionais. Embora o Brasil
seja uma poténcia agricola, em relacao a producédo de fertilizantes, o pais nao é
autossuficiente e depende da importacdo desses insumos em quantidades cada
vez maiores (CONAB, 2022). A sustentabilidade da agricultura moderna requer
uma transicdo da utilizagéo exclusiva de fertilizantes minerais para uma adogao

combinada com fertilizantes organicos (Botelho, 2020).

De acordo com Alvarez et al., (2010), os fertilizantes organicos fornecem
matéria organica, nutrientes e microrganismos, favorecendo a fertilidade do solo e
a nutricdo das plantas. Contudo, para satisfazer as necessidades nutricionais das
culturas, sdo necessarias quantidades elevadas de fertilizantes, o que implica uma
disponibilidade elevada de residuos organicos para sua preparacédo e condicfes

adequadas para seu armazenamento e aplicacéo.

Desde sua incorporacao a legislacdo brasileira em 1982 (Kiehl, 1985), tem
havido um aumento na fabricacdo de fertilizantes organominerais no Brasil. No
entanto, o uso desses fertilizantes ainda € considerado recente em comparacao
com os fertilizantes minerais isolados. Segundo Neiva Junior et al., (2019), os
compostos organominerais podem ser categorizados como ativadores bioldgicos,
estimulantes e reguladores de crescimento, além de servirem como fontes de
nutrientes minerais em baixas concentracdes, condicionadores e agentes

umectantes

A adubacdo orgénica na cultura do maracuja ainda carece de mais
pesquisas para compreender seus efeitos diretamente no solo e nas caracteristicas
fisico-quimicas do mesmo, a fim de confirmar a viabilidade do plantio em larga
escala. Isso ocorre devido ao conhecimento limitado sobre o efeito dos materiais
organicos nas propriedades quimicas e fisicas dos solos onde o maracujazeiro é
cultivado (Santos et al., 2022; Pires et al., 2011).

Entretanto, efeitos positivos da adubagdo organica na cultura do

maracujazeiro tém sido observados por alguns autores. Rojas et al. (2007), ao



estudarem o cultivo do maracuja em trés sistemas de cultivo (agroecoldgico,
transitorio e convencional), observaram que a producdo em sistema agroecoldgico

da cultura aumenta e melhora as caracteristicas quimicas do solo (Saquet, 2017).

De acordo com Borges (2021), a adubagédo convencional para o
maracujazeiro depende da produtividade esperada para a cultura. As
recomendacdes de adubacédo organica para o0 maracujazeiro Sdo as mesmas para
0 sistema convencional. Assim, a quantidade da fonte de nutriente a ser aplicada
na adubacdo organica dependera da absorcdo e da retirada de nutrientes pelos
frutos e dos teores no solo (Borges e Rosa, 2018). Araujo Neto et al. (2008),
avaliaram que o maracuja amarelo obteve maiores indices de rentabilidade e maior
potencial produtivo em comparagdo com o sistema convencional, destacando-se

como uma boa opc¢ao de plantio para a agricultura familiar.

Uma consideracao a ser feita € a analise prévia dos compostos organicos
utilizados na adubacdo. De forma geral, 50% do N aplicado ao solo na forma
organica é convertido no primeiro ano, 20% no segundo ano e 30% a partir do
terceiro ano (CFSEMG, 1999).

2.3 Eficiéncia do uso de N e Nitrogénio Total Dissolvido

O nitrogénio (N) é essencial para as plantas, sendo necessario em maiores
quantidades. E um componente crucial de diversas estruturas celulares vegetais,
como a clorofila, aminoacidos e &cidos nucleicos (Taiz e Zeiger, 2017). Apesar de
compor cerca de 78% dos gases atmosféricos, o nitrogénio ndo esta diretamente
disponivel para as plantas (Malavolta, 1980). Assim, precisa ser fornecido, uma vez
gue aproximadamente 95% do nitrogénio presente no solo encontra-se na forma
organica, embora apenas metade desses compostos tenha sido identificada até o
momento. Além da forma orgénica, existem também as formas inorganicas
minerais (NH4+, NO2-, NO3-), bem caracterizadas e passiveis de separacao e
quantificacdo. Embora sua presencga no solo seja menor em comparacgao a fracao
organica, essas formas inorganicas sdo de grande importancia na nutricdo das

plantas e nos diversos processos relacionados ao ciclo do nitrogénio (Vieira, 2017)



A converséao do nitrogénio organico em formas inorganicas ocorre por meio
de processos biologicos envolvendo microrganismos do solo. Em solos aerados, o
nitrato (NO3-) € a forma predominante. Se ndo for absorvido pelas raizes das
plantas ou utilizado pelos microrganismos, o nitrato € lixiviado (Dechorgnat, 2011).

Os custos associados aos fertilizantes a base de N sdo elevados, o que
coloca o Brasil como o quarto maior consumidor de fertilizantes do mundo. Além
disso, o0 pais se destaca ndo apenas como um grande consumidor, mas também
como o principal importador desse insumo. As importagdes de fertilizantes
nitrogenados representam 29% desse montante (MAPA, 2022). Nesse contexto, a
Eficiéncia de Uso do Nitrogénio (EUN) emerge como um parametro crucial na
agricultura moderna. Ela mensura a capacidade das plantas de converter o
nitrogénio aplicado como fertilizante em producédo de biomassa ou graos (Moll et
al., 1982; Tilman, 2002).

Na cultura do maracujazeiro, 0 nitrogénio é o nutriente mais absorvido. No
entanto, os valores recomendados de nitrogénio para essa cultura variam na
literatura. Mattar et al. (2021) sugerem 130 kg de N por hectare, enquanto Borges
(2021) recomenda uma faixa entre 140 a 160 kg de N por hectare, e Miyake et al.

(2018) sugerem até 235 kg de N por hectare.

Na maioria das plantas cultivadas em solos agricolas, o NOs € a principal
fonte de N. Portanto, é fundamental compreender de forma abrangente o transporte
do NOs do solo para a planta, bem como dentro da propria planta. Um passo inicial
essencial para aprimorar a capacidade de absorcdo do NOs e a EUN das plantas
cultivadas € a caracterizacdo dos transportadores responsaveis pelo NO3z™ (Miller et
al., 2007).

Dependendo das concentragcdes externas de NOgs, dois sistemas de
absorcao distintos ocorrem dentro da planta: os sistemas de transporte de alta
afinidade (HATS) operam quando o NOgs esta presente no solo em baixas
concentracdes (<1 mM), enquanto os sistemas de transporte de baixa afinidade
(LATS) entram em acdo em concentragcdes mais elevadas (>1 mM) (Siddiqi et al.,
1990).
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Os transportadores NRT1 pertencem a familia dos transportadores de
oligopeptideos dependentes de prétons (POT). JA os transportadores NRT2,
também conhecidos como familia porter de nitrato/nitrito (NNP), fazem parte da
superfamilia dos facilitadores principais (MFS) (Guo et al., 2011, apud Paulsen et
al., 1994; Pao et al., 1998).

O nitrogénio prontamente assimilavel dissolvido na solugéo do solo (NTD)
€ composto pelas fracdes de nitrogénio organico dissolvido (NOD) e nitrogénio
inorganico dissolvido (NID), sendo este Ultimo subdividido em aménio (NH4+),
nitrato (NOsz") e nitrito (NO2’) (Yan et al., 2015).

Estudos como o de Kim et al., (2014) demonstram taxas significativas de
liberac@o de NTD nas primeiras trés semanas de incubacao de residuos organicos
no solo. Essa rapida liberacdo indica que, na fase inicial da decomposicao,
predominam tanto os processos fisico-quimicos de liberacdo de N da matéria

organica para a dgua quanto a decomposi¢ao microbiana do nitrogénio organico.

Esses achados corroboram com pesquisas em diferentes contextos.
Lockaby et al., (1997) observaram que a inundagdo induz uma liberagao
consideravel de NTD derivado da serapilheira. Em outro estudo Zhou et al., (2015),
avaliando a decomposicdo da serapilheira em solos tropicais, constataram uma
diminuicdo significativa nas concentracdes de NTD no solo ap6s o primeiro més.
Compreender a variacdo na concentracdo de NTD disponivel nos residuos
organicos a curto prazo é fundamental para elucidar os efeitos da dinamica de NTD

na etapa de plantio do maracujazeiro.

2.4 Acidos Humicos e genes transportadores de nitrato.

As substancias humicas (SH) podem ser definidas como uma reunido ou
mistura heterogénea de moléculas relativamente pequenas mantidas em um
arranjo  supramolecular dindmico por meio de interagcbes fracas,
predominantemente hidrofébicas e por ligagbes de hidrogénio (Piccolo, 2001).
Operacionalmente, as SH séo classificadas com base em sua solubilidade em

diferentes valores de pH em meio aquoso. Os acidos humicos (AH) s&o solaveis

11



em pH alcalino e considerados associacfes de compostos predominantemente
hidrofobicos, estabilizados a pH neutro por forcas dispersivas fracas (van der
Waals, ligagbes m—1, CH-m e pontes metdlicas). A conformacédo cresce
progressivamente com o aumento das ligagdes de hidrogénio intramoleculares com

a diminuicdo do pH até um ponto em que a estrutura flocula (Piccolo, 2012).

s

Além disso, é importante destacar que as SH desempenham um papel
crucial na disponibilidade de nutrientes para as plantas. Plantas cultivadas em solos
com teor adequado de humus produzem mais, sdo mais saudaveis e menos
sujeitas ao estresse, apresentando assim maior qualidade nutricional dos alimentos
colhidos (Nardi, 2016).

Nos ultimos anos, o interesse em aplicar SH sollvel em baixa concentracao
para estimular o crescimento vegetal tem crescido progressivamente. Essa
tendéncia reflete o crescente consenso entre as diferentes partes interessadas,
como distribuidores, pesquisadores, extensionistas e agricultores, sobre o impacto
da matéria hdamica como um produto Gtii com base em evidéncias bem

estabelecidas de ensaios de campo (Canellas et al., 2015).

Dentre os pontos que podemos destacar de beneficios na promocédo do
crescimento vegetal a partir de SH, podemos citar as mudancas anatdémicas nas
raizes das plantas induzidas por AH oriundos de substancias humicas, além do
aumento do nimero de pelos radiculares (Canellas et al., 2002; Canellas et al.,
2010).

Além disso, entre os beneficios do uso de SH, inclui-se a absorcdo de
nutrientes mediada pela sintese e funcionalidade de proteinas de membrana,
relacionadas a bombas de prétons que aumentam o gradiente eletroquimico de
protons através da membrana plasmatica. Acidos himicos (AH) podem aumentar
as atividades da H+-ATPase de membrana plasmatica, H+-ATPase vacuolar e
pirofosfatases (Zandonadi et al., 2007). Por oportuno, foi observado que plantas
previamente tratadas com HA podem neutralizar o estresse hidrico, alterando os
processos fisioldgicos e bioquimicos, incluindo o acumulo de solutos compativeis e

a ativagado de enzimas de desintoxicagao (Aguiar et al., 2016)
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Em nivel transcricional, também é aparente que as substancias humicas

(SH) de alguma forma modificam a percepcao celular do status de nutrientes e

energia, dissociando o nivel de nutrientes da planta e a expressao de TOR. Deste

modo, as SH podem estimular a expressao do gene TOR de Arabidopsis (Trevisan
et al., 2011).

Complementarmente, os efeitos na absorcdo e assimilacdo de NO3 em

plantas tratadas com SH ja foram descritos na literatura. Alguns trabalhos avaliando

as taxas de absorcéo liquida, as enzimas envolvidas na assimilacdo de NOs e a

expressao de genes transportadores de NO3s™ estdo relacionados na Tabela 1. No

entanto, os efeitos das SH na transcricdo de genes transportadores de NOs em

maracuja ainda carecem de maiores esclarecimentos.

Tabela 1: Trabalhos com aplicacdo de SH e metabolismo do NOs'.

Ano | Titulo Cultura | Efeito Referencias

1986 | EFFECTS OF HUMIC SUBSTANCES ON Cevada | Absorgéo de nitrato e ativagao de A.
NITRATE UPTAKE AND ASSIMILATION IN enzimas nitrato redutase (NR), ALBUZIO
BARLEY SEEDLINGS glutamato desidrogenase (GDH) e etal,

glutamina sintetase (GS). (1986)

1987 | Hormone-like effect and enhanced nitrate Aveia Fragdes de SH de tamanhos menores Dell'Agnola
uptake induced by depolycondensed humic (Hef) aumentaram a captacao de NOs-. e Nardi
fractions obtained from Allolobophora rosea (2987)
and A. caliginosa faeces

1991 | Nitrate uptake and ATPase activity in oat Aveia Hef estimularam a captag&o de NOs- Nardi et al.,
seedlings in the presence of two humic pela ativacdo da ATPase estimulada por | (1991)
fractions K*

1992 | Structural characteristics of humic Cevada | Esses resultados mostraram que os Piccolo et
substances as related to nitrate uptake and extratos humicos foram mais ativos no al., (1992)
growth regulation in plant systems aumento da absorgao de NOs-.

1999 | Modulation of NO3- uptake by water- Milho WEHS (substancia humica extraida em Pitton et al.,
extractable humic substances: Involvement agua) induziu a captagao de NOs-. (1999)
of root plasma membrane H+ ATPase

2000 | A low molecular weight humic fraction on Milho Os resultados também mostram que Nardi et al.,
nitrate uptake and protein synthesis in substancias humicas de baixo tamanho (2000)
maize seedlings molecular (LMS) estimula a absor¢éo de

NOs-. pelas raizes.

2000 | Effect of nitrate and humic substances of Trigo Aumento na absor¢é@o de NOs- induzido | Cacco, G.,
different molecular size on kinetic por SH com tamanho molecular total e etal.,
parameters of nitrate uptake in wheat LMS (2000)
seedlings

2001 | Effect of humic substances on nitrogen Pinus SH estimularam apenas a absor¢éo de Panuccio et
uptake and assimilation in two species of amonio, ndo do NOg-. al., (2001)
pinus
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2004 | Effect of low molecular Milho SH de LMS estimularam a absorgéo de Quaggiotti
size humic substances on nitrate uptake NOs- pelas raizes. Aumento da etal,
and expression of genes involved expressdo de ZmNrt2.1. na parte aérea (2004)
in nitrate transport in maize (Zea mays L.)

2010 | Action of humic acid on promotion of Pepino | O AH alterou a concentragdo de NOs- e Mora et al.,
cucumber shoot growth involves nitrate- a atividade da NR (2010)
related changes associated with the root-to-
shoot distribution of cytokinins, polyamines
and mineral nutrients

2012 | Microarray analysis of humic acid effects Colza O AH influenciou em brotos cerca de Jannin et
on Brassica napus growth: Involvement of 50% dos genes envolvidos no al., (2012)
N, C and S metabolisms metabolismo de nitrogénio entre eles a

nitrato redutase, nitrito redutase.

2012 | The effect of humic and glutamic acids in Alface A concentragao de nitrito e a atividade Haghighi,
nutrient solution on the N metabolism in da NR foram influenciados por AH M. (2012)
lettuce

2015 | Humic substances stimulate maize nitrogen | Milho O HS em baixa concentragdo (1 mg Vaccaro et
assimilation and amino acid metabolism at CL -1) influenciou positivamente o al.,, (2015)
physiological and molecular level metabolismo do N. Em enzimas NR,

NiR.

2015 | Humic substances from vermicompost Alface Huminas aumentaram absorgdo de Hernandez

enhance urban lettuce production NOs- e estimularam a nitrato redutase. etal.,
(2015)

2015 | Substrate biofortification in combination with | Tomate | A pulverizagédo foliar de bacterias Olivares et
foliar sprays of plant growth promoting promotoras de crescimento e humina al, (2015)
bacteria and humic substances boosts aumento a absorcéo de NOs- e a
production of organic tomatoes atividade do nitrato redutase.

2017 | Humic acid differentially improves nitrate Arroz Os AH alteraram s niveis de expresséo Tavares et
kinetics under low- and high-affinity systems relativa dos genes OsNRT2.1, al.,, (2017)
and alters the expression of plasma OsNRT2.2, em raizes e a cinética de
membrane H+-ATPases and nitrate absorgdo de NO;-.
transporters in rice

2018 | Water-extractable humic substances speed Milho Os WEHS causaram uma indugdo mais | Zanin et al.,
up transcriptional response of maize roots rapida e uma maior capacidade de (2018)
to nitrate absorgdo de NO;- nas raizes. Induziu e

nos genes (NRT1s, NRT2s)

2018 | Effects of purified humic acid on the growth Pepino | A absorcdo de NOgz- em plantulas de Guet al,,
and nitrogen metabolism of cucumber pepino foi afetada por AH. O HA (2018)
seedlings under nitrogen stress aumentou as atividades de NR, NiR,

GS, GOGAT e GDH em diferentes
graus

2018 | Biostimulant potential of humic acids Milho O HA de &gua residual de azeira Palumbo et
extracted from an amendment obtained via aumentou a assimilagdo de nitrogénio, al., (2018)
combination of olive mill wastewaters aumentando a atividade da NR (1,8-1,9
(OMW) and a pre-treated organic material vezes)
derived from municipal solid waste (MSW)

2019 | Humic acids and Herbaspirillum Milho A transcricdo reprimida de genes De
seropedicae change the extracellular envolvidos no transporte de NOz- foi Azevedo et

al., (2019)
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H+ flux and gene expression in maize roots

seedlings

maior quando HA ou Bac do que

guando usou HA + Bac.

2019

Humic acid as a biotechnological alternative
to increase N-NO3- or N-NH4+ uptake in

rice plants

Arroz

O o pré-tratamento com HA modifica o

influxo liquido de NOs-.

Tavares et
al.,, (2019)
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3. TRABALHOS

DINAMICA DE CURTO PRAZO DO NITROGENIO TOTAL DISSOLVIDO NA
ADUBACAO ORGANICA DO MARACUJAZEIRO
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RESUMO

A demanda de nitrogénio pelo maracujazeiro € elevada e o fornecimento via
adubacao orgéanica ainda é realizado sem muitos critérios. Desta forma, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a dinamica de curto prazo do nitrogénio total dissolvido
na adubacdo organica no maracujazeiro. Foi incubado o equivalente a 1 g de
nitrogénio total dissolvido, de cada um dos adubos organicos utilizados,
previamente quantificados por (TOC)-L CSH / CSN, em amostras de Latossolo
Amarelo distrocoeso tipico. Os tratamentos foram: controle (solo); vermicomposto
+ solo; esterco + solo; torta de mamona + solo; bokashi + solo. O contetdo de NTD
e o carbono organico dissolvido foram avaliados a cada 7 dias durante 35 dias. Aos
35 dias, foi avaliado a altura de plantas, massa seca de raiz e parte aérea, razao
raiz:parte aérea e o teor e contetdo de N nas plantas. Verificou-se que os adubos
organicos apresentaram uma dinamica de concentracdo linear decrescente de
nitrogénio total dissolvido com o tempo de incubacdo, com excecéo da torta de
mamona que apresentou modelo exponencial. A dinamica de liberagcdo de
nitrogénio total dissolvido dos fertilizantes n&o influenciou o contetdo de N das
plantas, nem a maioria dos parametros biométricos avaliados, com excecdo da

massa seca de raiz.

Palavras-chave: Fertilizantes Organicos, NTD, COD.
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ABSTRACT

The demand for nitrogen by passion fruit is high and the supply via organic
fertilization is still carried out without many criteria. Thus, the objective of this work
was to evaluate the short-term dynamics of total dissolved nitrogen in organic
fertilization in passion fruit. 1 g of total dissolved nitrogen, in the form of organic
fertilizers, was incubated in samples of typical Latossolo Amarelo (Densic Ferralsol;
Oxisol). The treatments were: control (soil); vermicompost + soil; manure + soil;
castor bean pie + soil; bokashi + soil. Total dissolved nitrogen and dissolved organic
carbon were evaluated every 7 days for 35 days. At 35 days, the plant height, root
and shoot dry mass, root:shoot ratio and the N content and content in the plants
were evaluated. Organic fertilizers showed a decreasing linear release of total
dissolved nitrogen with incubation time, with the exception of castor bean cake,
which showed an exponential model. The dynamics of total dissolved nitrogen
release from fertilizers did not influence the N content of the plants, nor the biometric

results evaluated.

Keywords: Organic Fertilizers, NTD, COD.
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INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de maracuja no mundo, cultivado principalmente
nas regides Nordeste, Sudeste e Norte do pais. Em 2022, a producdo nacional
atingiu 697.859 toneladas, com produtividade média de 15,3 toneladas por hectare
(IBGE, 2022). A maioria das espécies do género Passiflora é originaria da regiao
tropical e subtropical da América do Sul. O Brasil € considerado o principal centro
de origem desse género, sendo que mais de 152 espécies sao procedentes da

parte Central e Norte do pais (Manica, 2005).

O nitrogénio (N) € o nutriente mais absorvido pelo maracujazeiro, no
entanto, os valores recomendados de N para a cultura na literatura variam de 130
kg de N por hectare (Mattar et al., 2021); 140 a 160 kg de N (Borges, 2021) por
hectare; e até 235 kg de N por hectare (Miyake et al., 2018). Os valores variam de
acordo com a produtividade esperada para a cultura (Borges e Rosa 2018). As
recomendacdes de adubacdo organica sdo as mesmas para 0 Sistema

convencional no plantio (Borges e Rosa 2018).

Uma consideracgédo a ser feita é a analise prévia dos compostos organicos
utilizados na adubacéao (Carnier, 2017). De forma geral, 50% do N aplicado ao solo
na forma organica é convertido no primeiro ano, 20% no segundo ano e 30% a
partir do terceiro ano (CFSEMG, 1999).
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O N dissolvido na solucdo do solo (NTD) € considerado prontamente
assimilavel e inclui as fracdes N organico dissolvido (NOD) e N inorganico
dissolvido (NID), como amonio (NHa+), nitrato (NOs.) e nitrito (NO2-) (KIM et al.,
2014). Desta forma, o conhecimento da quantidade de N prontamente disponivel
em fertilizantes organicos no momento do plantio e sua dinamica de concentracao

a curto prazo, podem ser Uteis para otimizar a adubacé&o organica.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a dinamica de curto prazo
do NTD em amostras da camada superficial de um Latossolo Amarelo Distrocoeso

Tipico submetido a adubacao organica nitrogenada com diferentes residuos.
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MATERIAL E METODOS

As mudas utilizadas foram obtidas a partir de sementes de maracuja-roxo

do hibrido H09-110/111 desenvolvido pela Embrapa. As mudas foram produzidas

em tubetes de 290 cm3, com substrato comercial Basaplant por 120 dias. Antes do

plantio das mudas nos vasos, as raizes foram lavadas em agua corrente para a

remocao do substrato comercial.

No experimento foram utilizados os seguintes adubos: vermicomposto de

esterco de curral (VC), esterco de curral curtido (EC), torta de mamona (TM) e

bokashi (BK) com as seguintes caracteristicas descritas na Tabela 1.

Tabela 01: Caracteristicas dos fertilizantes organicos utilizados no experimento.

C N NTD COD
Fertilizantes pH (9/kg) (g9/kg) C:N (g/kg) (g/kg)
Vermicomposto 7,48 206 16,8 12,26 1,66 3,67
Esterco curral 7,24 106 10,9 9,72 1,37 3,13
Torta de mamona 7,84 480,9 447 10,75 27,07 57,19
Bokashi 7,81 330,4 25 13,21 10,38 25,45

A quantificacdo dos teores de NTD de cada um dos fertilizantes foi

realizada da seguinte forma: 1 g de massa seca de fertilizante, foi colocado com 20

mL de agua na e colocado para agitar em mesa agitadora overnight. Apos isso, o

material foi colocado para centrifugar a 200 xg, por 20 minutos. O material entéo foi
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filtrado em filtro de policarbonato de poro 0,45 um. Os conteudos de NTD e COD
foram medidos usando um analisador de Carbono Orgéanico Total Shimadzu (TOC)-
L CSH / CSN equipado com um amostrador automatico ASI-L (Shimadzu, Téquio,
Japao).

O solo utilizado no experimento € classificado como Latossolo Amarelo
Distrocoeso tipico com as seguintes caracteristicas: pH=4,6; C=10,4 g/kg; N=1,1
g/kg; C:N=9,54; NTD= 0,05 g/kg; COD= 0,49 g/kg; M.O = 20,10 g dm3; P= 4,45 mg
dm3, Al*3= 0,10 cmolc dm3; H+Al= 3,18 cmolc dm3; Ca= 0,80 cmolc dm3; Mg=1,20
cmolc dm3; Soma de bases(SB) = 2,11 cmolcdm3; Saturagédo por bases (V)= 39,89
%; Saturacdo por AI** (m)= 4,52 %; Capacidade de troca catidnica CTC= 5,29 cmolc
dm=3. A coleta foi realizada na camada superficial (0-0,2 m) na localidade de Lagoa
de Cima, Campos dos Goytacazes- RJ 21°44'24.6"S 41°32'07.8"W, em 3 pontos

distintos da mesma propriedade.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em Campos dos Goytacazes — RJ. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com 5 tratamentos e 3
repeticdes. T1- controle (solo); T2- vermicomposto de esterco de curral + solo; T3-

esterco de curral curtido + solo; T4 - torta de mamona + solo; T5- bokashi+ solo.

A aplicacdo dos tratamentos foi feita da seguinte forma: Uma vez
quantificado o conteido de NTD em cada um dos fertilizantes; foi adicionado 1 g
de N, na forma de NTD por kg de solo; cada fertilizante foi pesado separadamente
e misturado em um balde; totalizando 602,41 g de VC por kg de solo / 730 g de
esterco por kg de solo / 36,96 g de TM por kg de solo / 96,33 kg de BK por kg de
solo; posteriormente foi adicionado 750 g da mistura fertilizante organico + solo, em
cada um dos vasos, antes do plantio das mudas.

O experimento foi conduzido em vasos plasticos com volume de 1 litro
(0,135 x 0,1x 0,19 m). Foram instaladas nos vasos sondas adaptadas tipo “Suolo
Acqua” para extrair a solugéo do solo (CARMO, 2014). As sondas foram adaptadas
com uma mangueira conectada a uma seringa em uma ponta e um filtro de
pulverizador na outra (malha 50/60, 1168545, JACTO). A mangueira possuia 4 mm

x 5,5mm de diametro, o filtro foi colado a mangueira com cola (adesivo a base de
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cianoacrilato), na outra ponta da mangueira a seringa foi presa a mangueira com

linha, permitindo a retirada da seringa para coleta da solucéo de solo.

Na noite anterior a coleta, a base do vaso era fechada com algodéao e
plastico filme, impedindo a saida de &gua dos vasos. Os vasos entdo eram
saturados e permaneciam assim até a coleta da solucdo. A solucéo era coletada
no dia seguinte pela manha. Para quantificar os valores de NTD e COD foi extraido

de cada tratamento 25 ml de solugéo do solo.

As coletas foram realizadas aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s o plantio. As
amostras foram filtradas através de um filtro de policarbonato de poro 0,45 pm. As
concentracfes de NTD e COD na solucao foram medidos usando um analisador de
Carbono Organico Total Shimadzu (TOC)-L CSH / CSN equipado com um
amostrador automatico ASI-L (Shimadzu, Toquio, Japéo).

Ao final dos 35 dias os seguintes parametros biométricos foram analisados:
altura das plantas (AP); massa das raizes secas (MSR); massa seca da parte aérea
(MSPA) e razao raiz:parte aérea. As amostras de raizes e parte aérea de cada uma
das plantas, ap6s secas em estufas, foram moidas em moinho micro pulverizador
para que o material vegetal ficasse em forma de pd. Posteriormente esse material

foi levado para analise do teor de nitrogénio em analisador elementar CHN.

As diferencas nos contetdos de NTD e COD entre os diferentes tempos de
incubacédo 7, 14, 21, 28 e 35 dias, foram analisadas por modelo de regresséo. Os
demais resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) no programa

GraphPad Prism 7 e as médias foram comparadas pelo t de Student, p<0,05.
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RESULTADOS

Nitrogénio Total Dissolvido no solo.

A variacdo da concentracdo de NTD nas amostras de solo que receberam
0 equivalente a 1 g de NTD, proveniente de diferentes fertilizantes organicos em
funcdo do tempo de incubacdo, é mostrada na Figura 1. O VC, EC e BK
apresentaram uma concentracdo de NTD, significativamente ajustada em um
modelo de regressao linear negativa, sendo que o BK obteve maior inclinacdo
inicial, e 0 VC e EC com a mesma inclinacao inicial. A concentracdo do NTD na TM
foi ajustada significativamente ao modelo exponencial crescente, com inclinagao

maior no periodo inicial e menor no periodo final.
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Controle Y=0,09673x + 1,517 R?=0,81 p<0,01
Vermicomposto Y= -5,232x + 233,5 RP=0,95 p <0,01
Esterco Y= -6,208x + 277,1 R?=0,90 p<0,01

Torta de mamona y= . 3529 007459 4 9aq
R?= 0,79 p <0,0001
Bokashi Y = -22,21x + 773,7 R?=0,90 p<0,01

<
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O
X
A

NTD (mg L")

7 14 21 28 35
Tempo de incubagao (dias)

Figura 1 — Concentracgdes de Nitrogénio Total Dissolvido (NTD) da solucéo de solo que recebeu 1 g
de N proveniente dos seguintes fertilizantes: controle (<) vermicomposto (o), esterco (o), torta de
mamona (X) e bokashi (A) em funcdo do tempo de incubacéo (dias).

Nos tratamentos com VC e o EC foram encontradas concentracdes de NTD
de 241 mg L%, 254 mg L aos 7 dias de incubacéo, respectivamente. O BK liberou
quase trés vezes mais NTD nesse periodo inicial (689 mg L). No final do curto
periodo avaliado todos os trés fertilizantes que acompanharam o modelo linear de
concentragdo de NTD, apresentaram valores muito préximos, ou seja, 63 mg L no
VC e EC e 73 mg L para o BK (Figura 1). Esses valores elevados ja na primeira
medicao, aos sete dias evidenciam um rapido aumento na concentracdo de NTD
no solo.

O tratamento controle ndo apresentou alteragées na concentracado de NTD
durante o experimento nas condi¢cdes avaliadas. Os valores para o NTD variaram
de 2,00 mg L aos 7 dias a 4,57 mg L aos 35 dias.

Carbono orgénico dissolvido (COD) no solo.

Os teores de COD em funcao da adicao de 1 g de NTD proveniente dos
diferentes fertilizantes durante o tempo de incubacdo € mostrada na Figura 2. A
maioria dos modelos propostos para a concentragdo do COD no solo em fungao
dos fertilizantes aplicados, apresentaram valores iniciais maiores com decréscimo
ao final do periodo de incubacéo.
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¢ Controle Y=1,544x + 13,34 R?=0,92p<0,01
O Vermicomposto Y =-0,0001458x>-1,1x? + 22,59 +1101
R¥=0,71 P<001
O Esterco Y=3084 ¢001802x_ 1205
R’= 0,80 p<0,0001
X Tortademamona Y= 0,1995x*15,03x%+ 320,5x- 946,7
R? = 0,51 p<0,0001
2000 A Bokashi 4311 001%1x_ 2292
R2 =0,87 P< 0,001
— 1500';
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Figura 2- Concentragéo de carbono organico dissolvido (COD) da solugéo de solo que recebeu 1 g
de N proveniente dos seguintes fertilizantes: controle (<) vermicomposto (0), esterco (O), torta de
mamona (x) e bokashi (A) em funcdo do tempo de incubacéo (35 dias).

A concentracdo de COD no inicio do periodo de incubacéo aos 7 dias foi
diferente para os fertilizantes organicos avaliados. O valor de 1587,7 mg L* para o
tratamento com BK foi semelhante ao encontrado para o EC 1541,33 mg L. O
tratamento com VC apresentou valor de 1173,33 mg L aos 7 dias de incubacéo e
o tratamento com TM 562,06 mg L%

Foi observado que os tratamentos VC e TM apresentaram um aumento na
concentracdo de COD ao longo do tempo ajustado em um modelo de regressao
polinomial de terceira ordem. Aos 7 dias, os valores de COD foram de 1173 e 562
mg L para VC e TM respectivamente. Ao final do periodo de incubag¢édo ambos os
tratamentos apresentaram valores menores, sendo 505 mg L para VC e 135 mg
Lt para TM.

Os tratamentos com EC e BK tiveram uma dinamica de liberacdo de COD,
com comportamento ajustado para uma funcdo exponencial decrescente. Na fase
inicial de incubacéo aos 7 dias, os tratamentos apresentaram médias de 1541 mg
Lt e 1587 mg L para EC e BK, respectivamente. Ao final do periodo de incubacgéo
aos 35 dias, os resultados obtidos foram de 314,23 mg L™ no tratamento com EC e
135,53 mg L para BK.
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O controle apresentou uma concentracdo de COD com crescimento linear
ao longo do experimento. Inicialmente aos 7 dias, o controle apresentou média de
24,94 mg L. Ao final do periodo de incubacéo aos 35 dias, o resultado obtido foi

de 63,7 mg L no controle.

Teores de N (%) e Conteudo de N total nas plantas.

Os teores de N (%) na parte aérea e raizes das plantas ao final do periodo
de incubacdo com NTD aos 35 dias sdo mostrados na Figura 3. Foi observada
diferenca significativa pelo teste t a 5% de probabilidade para os valores de N (%)

na parte aérea das plantas.
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4- 4-
a
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Figura 3 — Teores de N (%) para a parte aérea (A e B) e raizes das plantas com 35 dias apés a
aplicacéo dos tratamentos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste t (p <0,05).

Os resultados dos teores de N (%) da parte aérea das plantulas de maracuja
sdo mostrados na Figura (3 A). Em relacao ao teor de N (%), foi observado que as
plantulas que receberam a adicdo de EC, obtiveram médias maiores que o
tratamento com VC. Nao foi observado diferenca significativa entre os demais
tratamentos. Em relagdo ao teor de N (%) nas raizes das plantas de maracuja
Figura (3 B) crescidas nos vasos adubados com TM foi menor significativamente

em relacdo ao controle e EC.

27



Os resultados referentes ao conteudo de N total das plantas € mostrado na
Figura 4. Foi observado que no conteudo total de N, a maioria dos tratamentos n&o
obtiveram diferenca significativa em relacdo ao controle, com excecdo do
tratamento com EST.

Conteudo de N Total

mg / planta

Figura 4 — Conteudo total de N para as plantas de maracuja com 35 dias apds a aplicacdo dos

tratamentos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste t (p
<0,05).

Ao avaliarmos o contetdo de N total nas plantas, observamos que as
plantas com o tratamento EC apresentaram maior contetdo total de N do que o
controle e outros tratamentos. Nao foi observado diferenca significativa entre os

conteudos de N entre o controle e 0s outros tratamentos.

Resultados biométricos

Os resultados obtidos para a altura das plantas (AP), Raz&o Raiz:P.A,
massa seca de raiz (MSR) e massa seca da parte aérea (MSPA) sdo mostrados ha
(Figura 5). Foi observado diferenca significativa da aplicagao dos tratamentos para
os valores de AP e MSR. Nao foi observado diferenca significativa da aplicagao dos
tratamentos para Razéo Raiz:P.A e MSPA.
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Figura 5 - Dados biométricos de AP, Razéo Raiz: P.A, MSR e MSPA de plantas de maracuja apés
35 dias da aplicacdo de fertilizantes organicos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste t (p <0,05)

O tratamento com EC promoveu um aumento na AP, com diferenca
significativa em comparagdo ao tratamento com TM, contudo, ndo diferiu
significativamente do controle (Figura 5 A). N&o foi observada diferenca significativa
entre os outros tratamentos e o controle.

N&o foram observadas diferencas significativas na MSPA (Figura 5 D). O
tratamento EC apresentou diferenca significativa, para a MSR (Figura 5 C), em
relacdo ao controle e aos demais fertilizantes (Figura 5 B). Os demais tratamentos
nao apresentaram diferenca significativa em relagéo ao controle.

Conforme foi observado na Figura 5 ndo houve diferenca significativa da
aplicacao dos tratamentos em relagéo ao controle para a AP e MSPA. A aplicacao
de N na forma de 1g de NTD para as plantas na forma de fertilizantes organicos
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nao interferiu significativamente no conteddo de N assimilado pelas plantas, aos 35

dias da aplicacdo dos tratamentos.
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DISCUSSAO

As concentracdbes de NTD da maioria dos fertilizantes utilizados
apresentaram modelos parecidos, com excecéo do tratamento com a TM. A maioria
dos fertilizantes utilizados no experimento apresentaram uma elevada
concentracéo inicial de NTD na solucéo e solo, seguido de um decréscimo ao longo
do experimento, observacdes estas ja havia sido feita por outros autores (Kim et
al., 2014 e Lockaby et al., 1996).

Um dos fatores que pode ter influenciado nessa alta liberacéo inicial tanto
para o NTD, quanto para o COD, pode ser sido o0 método de extracdo da solucao
de solo. Uma vez que o solo era saturado, o material colido e apds a extracdo da
solucéo, era permitido o escoamento desta solucéo, parte do material era perdido
por lixiviacdo e isso pode ter influenciado diretamente no decréscimo das
concentracbes NTD e COD ao longo do periodo analisado.

Contudo, merece ser destacado que a concentracdo de NTD ao longo do
experimento foram diferentes nos compostos analisados, essa diferenca pode ser
atribuida a diferenca de composicdo entre os materiais. Em avaliando a
decomposicdo de serrapilheira, Zhou et al., (2015) observaram que a
decomposicdo do material influenciou diretamente a dinamica de liberagéo do NTD.

A TM, apresentou modelo de dinamica de curto prazo diferente dos demais
compostos analisados, isso pode ser relacionado com a caracteristica desse

material. Em trabalho realizado por Carnier, (2017) analisando a taxa de
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mineralizacdo e compartimentos de nitrogénio em residuos organicos, 0 autor
observou que a TM apresenta um grande contetudo de N organico, o que confere
caracteristica recalcitrante a esse material. Conforme foi observado no
experimento, essa caracteristica pode ter influenciado diretamente a dindmica de
liberacdo do NTD deste material, em comparacdo com outros tratamentos.

Deste modo, conhecer as caracteristicas de liberacdo do NTD de diferentes
fertilizantes podem contribuir com uma melhor adequacdo da adubagdo com
residuos organicos. Isto permitiria disponibilizar quantidades mais adequadas de N
de acordo com estadio fenolégico das plantas, adequando as etapas de maior
necessidade da cultura com a disponibilidade de mao-de-obra.

Em relac@o aos parametros biométricos analisados, ndo foram observadas
diferengas entre as caracteristicas biométricas nos parédmetros avaliados, com
excecdo da MSR. Este fato pode estar relacionado ao estado fenolégico da cultura
analisado no experimento. Alguns autores trabalhando com maracuja relataram a
baixa necessidade da planta na absorcdo de macronutrientes na etapa de
crescimento inicial, até 270 dias (Mattar et al., 2018; Haag et al., 1973).

Desta forma, uma maior compreensao sobre o manejo do NTD ao longo do
ciclo anual ainda carece de mais resultados. Assim como a utilizacdo de diferentes
fontes de adubo organico combinados, disponibilizando as quantidades mais
adequadas de NTD para as plantas em cada uma das suas etapas de plantio. Uma
vez que a disponibilidade de N possui efeito direto em fitohormdnios ligados ao
crescimento vegetal (Strieder et al., 2012. Rajagopal & Rao, 1974, Mu et al., (2018),

sendo crucial o manejo adequado de N em todo o ciclo produtivo da cultura.
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CONCLUSAO

No experimento foi observado que diferentes compostos organicos
apresentam uma dindmica de liberagdo de NTD a curto prazo distintas. No
experimento realizado, n&o foi observado efeito significativo entre a dinamica de
liberacdo de NTD e a maioria dos parametros biométricos analisados, este fato
pode estar relacionado diretamente com a necessidade de N no maracujazeiro no
estado fenolégico analisado. Deste modo, maiores estudos sobre a dindmica de
liberagdo do NTD de diferentes fertilizantes orgénicos, durante todo o ciclo
produtivo da cultura, carecem de estudos e podem contribuir com uma maior

eficiéncia na adubacéo nitrogenada com residuos organicos.
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ACIDOS HUMICOS INDUZEM A EXPRESSAO DOS TRANSPORTADORES DE
NITRATO EM MUDAS DE MARACUJAZEIRO
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RESUMO

O manejo da adubacao organica no maracujazeiro tem sido realizado de
forma empirica baseado nas respostas das lavouras e na experiéncia do produtor.
O conhecimento das respostas fisioldgicas da planta a adubacdo orgénica é
fundamental para otimizar os programas de fertilizacdo. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a expresséao diferencial dos transportadores de nitrato bem como da H*-
ATPase de membrana plasmatica em mudas de maracujazeiro adubadas com
diferentes fertilizantes organicos na presenca ou ndo de acidos hamicos. Foram
adicionados o equivalente a um grama de nitrogénio total dissolvido em agua
proveniente de esterco de curral, torta de mamona e ureia e as mudas foram
tratadas ou ndo com uma suspensao de acidos humicos (2 mmol/L). A expressao
diferencial dos transportadores de nitrato de baixa e alta afinidade PeNRT2.2) e da
H*ATPase foi realizada por gRT-PCR. O uso de esterco de curral aumentou a
expressao diferencial do transportador de alta afinidade em relacéo ao controle. A
aplicacdo de acidos humicos ampliou o aumento observado na transcricao
diferencial do transportador de alta afinidade com a adubacg&o com esterco e
também com ureia ndo sendo observado qualquer efeito com o uso da torta de
mamona. Os &cidos humicos induziram a transcricdo do gene que codifica a H*-
ATPases em todos os tratamentos em relagdo ao controle. A aplicacdo de &cidos

hamicos em baixas concentracdes diretamente sobre a planta podem ser utilizado
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com o objetivo de otimizar a adubacé&o organica do maracujazeiro quando realizada

com esterco de curral e também com ureia.

Palavras Chaves: NTD, Fertilizacao organica, Genes NRT, ATPase.
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ABSTRACT

The management of organic fertilization in passion fruit has been carried
out empirically based on the responses of the crops and the experience of the
farmers. Knowledge of the physiological responses of plants to organic fertilization
IS essential to optimize fertilization programs. The objective of this work was to
evaluate the differential expression of nitrate transporters as well as plasma
membrane H*-ATPase in passion fruit seedlings fertilized with different organic
fertilizers in the presence or not of humic acids. The equivalent of one gram of total
nitrogen dissolved in water from cattle manure, castor oil cake and urea were added
and the seedlings were treated or not with a suspension of humic acids (2 mmol/L).
Differential expression of low and high affinity nitrate transporters (PeNRT2.2 and
PeNRT1.1 PeNRT2.2e) and H*-ATPase (PeMha) was performed by gRT-PCR. The
use of cattle manure increased the differential expression of the high affinity
transporter in relation to the control. The application of humic acids amplified the
increase observed in the differential transcription of the high-affinity transporter with
manure and urea fertilization, with no effect observed with the use of castor oil cake.
Humic acids induced transcription of the gene encoding H*-ATPases in all
treatments compared to control. The application of biofertilizer based on humic acids
in low concentrations directly on the plant can be used with the objective of
optimizing the organic fertilization of the passion fruit when carried out with cattle

manure and also with urea.
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INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de maracuja no mundo. A producéo brasileira
em 2019 atingiu 593.429 toneladas com produtividade média de 14 t/ha (IBGE,
2019). O mercado de frutas organicas esta em expansao e, portanto, pode vir a ser
uma alternativa atraente para o produtor de maracuja. O periodo de adaptacéo a
mudanca no sistema de conducédo da lavoura convencional para o organico é
conhecido como periodo de transicdo no qual a nutricdo mineral com fontes
soluveis e industrializadas é substituida pela ciclagem de diferentes fontes de
matéria organica. Esse periodo de adaptacéo é critico para os nutrientes exigidos

em grande quantidade.

O nitrogénio (N) é o nutriente mais exigido pelo maracujazeiro (Mattar et
al., 2018). A adubacéo organica para o maracujazeiro segue 0S mesmaos critérios
da adubacédo convencional, na qual a necessidade de N a ser aplicada é baseada
na quantidade extraida e na produtividade esperada (Borges, 2021). No entanto, a
eficiéncia da adubacao nitrogenada de fontes organicas é influenciada por varios
fatores incluindo a pronta disponibilidade de N, as condigbes que afetam a

mineralizacdo e a eficiéncia de absorgéo do N mineralizado.

O nitrato (NO3-) é a principal fonte de N para a maioria das plantas
(Fernandes, 2006), incluindo o maracujazeiro. A absorcdo de NO3- ocorre por

processo ativo, contra um potencial eletroquimico, por meio de um sistema simporte

44



do tipo 2:1, com transporte simultaneo de 2 H+ e 1 NO3- (Fernandes e Rossielo,
1995) realizado por transportadores transmembranares. Os transportadores de
NO3- séo classificados em dois tipos sendo os de alta afinidade (TNAA) que
operam sob baixas concentracdes (de 0,2 mM a 1 mM de NO3-) e transportadores
de baixa afinidade (TNBA) que operam em concentra¢des acima de 1 mM de NO3-
. Os TNAA e os TNBA séo codificados, respectivamente, pelas familias génicas
NRT2 e NRT1 (Aslam et al., 1993). Além da concentracdo de NO3- na solucao
outros fatores podem influenciar a atividade dos transportadores incluindo a
presenca da matéria organica humificada (Quaggiotti et al., 2004; Tavares et al.,
2017). As substancias humicas (SH) foram definidas como uma reunido ou mistura
heterogénea de moléculas relativamente pequenas mantidas num arranjamento
supramolecular dinamico por interacdes fracas (ndo covalentes) de natureza
predominantemente hidrofébica e por ligacées hidrogénio (Piccolo, 2001). As SH
sao quimicamente muito reativas e, quando usadas diretamente sobre a planta em
baixas concentracdes, regulam muitos processos fisioldgicos incluindo a absorcao

de nutrientes (Canellas et al., 2002; Canellas E Olivares, 2014).

Efeitos das SH sobre a absorcao e assimilacdo de NO3- em diferentes tipos
de plantas ja foram relatados na literatura cientifica. A influéncia de acidos humicos
(AH) na absorcdo de NO3- em plantulas de aveia foi estudada por Dell'agnola e
Nardi, (1987), Nardi et al., (1991); Piccolo et al., (1992). A atividade de enzimas
relacionadas a assimilacdo de NO3- também foi monitorada em diferentes plantas
tratadas com SH tais como cevada, pepino, colza, alface e milho (Albuzio et al.,
1986; Mora et al., 2010; Jannin et al., 2012; Haghighi, 2012; Vaccaro et al., 2015).
A inducao da expresséo diferencial de transportadores de alta e baixa afinidade em
milho (Quaggiotti et al., 2004; Zanin et al., 2018; Azevedo et al., 2019) e arroz
(Tavares et al., 2017) pelas SH ja foi descrito estudados. Entretanto, em plantas de
ciclo mais longo os estudos sdo mais escassos. Um possivel efeito das SH na
transcricdo de genes envolvidos no mecanismo de absor¢cdo como as H+-ATPases
e os transportadores de nitrato em maracuja podem contribuir para otimizagéo da
adubacao organica e auxiliar no processo de transicdo. o objetivo desse trabalho
foi, portanto, o de avaliar a expressao diferencial dos genes PeNRT2.2 e PeNRT1.1
e PeMHA em plantas de maracuja, cultivados em casa de vegetacao utilizando a
camada superficial de um Latossolo Amarelo Distrocoeso Tipico submetido a
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adubacao nitrogenada com diferentes fertilizantes organicos na presenca ou nao

de acidos humicos isolados de vermicomposto.
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MATERIAL E METODOS

As mudas utilizadas foram obtidas a partir de sementes de maracuja-roxo
do hibrido H09-110/111 desenvolvido pela EMBRAPA. As mudas foram produzidas
em tubetes de 290 cm3, com substrato comercial Basaplant por 120 dias. Antes do
transplantio das mudas para 0s vasos, as raizes foram lavadas em agua corrente

para a remocao do substrato comercial.

No experimento foram utilizados fertilizantes organicos disponiveis aos
agricultores: esterco de curral curtido (EC) e torta de mamona (TM) com as
seguintes caracteristicas: EC: pH=7,24; C= 10,6 (%); N= 1,09 (%); C:N= 10,85;
NTD= 1,37 g/kg; COD= 3,13 g/kg. TM: pH=7,84; C= 48,09 (%); N= 4,47 (%); C:N=
12,56; NTD= 27,07 g/kg; COD= 57,19 g/kg.

O nitrogénio total dissolvido (NTD) foi quantificado apds extracdo em agua
(1:20; v:v) seqguido da filtracdo (0,45 um) (Chantigny et al., 2014) utilizando o
analisador de Carbono Orgéanico Total Shimadzu (TOC)-L CSH / CSN equipado

com um amostrador automatico ASI-L (Shimadzu, Téquio, Japao).

O solo utilizado no experimento é classificado de acordo com o Sistema
Brasoleiro de Classificagdo do Solo (Santos et al., 2018) como Latossolo Amarelo
Distrocoeso tipico com as seguintes caracteristicas: pH=4,6; C= 10,4 g/kg; N=1,1
g/kg; C:N= 9,54; NTD= 0,05 g/kg; COD= 0,49 g/kg; M.O = 20,10 g dm-3; P= 4,45

mg dm-3, Al+3= 0,10 cmolc dm-3; H+Al= 3,18 cmolc dm-3; Ca= 0,80 cmolc dm-3;
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Mg=1,20 cmolc dm-3; Soma de bases(SB) = 2,11 cmolc dm-3; Saturacéo por bases
(V)= 39,89 (%); Saturacao por Al3+ (m)= 4,52 %; Capacidade de troca catibnica
CTC= 5,29 cmolc dm-3. A coleta foi realizada na camada superficial (0-0,2 m) na
localidade de Lagoa de Cima, Campos dos Goytacazes- RJ 21°44'24.6"S
41°32'07.8"W, em 3 pontos distintos da mesma propriedade.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com a combinacédo de 3 fertilizantes (ureia, esterco de curral e torta de mamona),
com e sem a aplicacdo de AH (2 mmol de C/L) (Canellas et al.,, 2002). Os
tratamentos foram: T1- Controle; T2- Ureia sem AH; T3-Ureia com AH; T4- Torta
de mamona sem AH; T5- Torta de mamona com AH; T6- Esterco sem AH; T7-

Esterco com AH.

Uma vez quantificado o conteido de NTD em cada um dos fertilizantes, foi
adicionado 1g de NTD, de cada fertilizante, por kg de solo. As caracteristicas dos

fertilizantes sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas dos fertilizantes organicos utilizados no experimento.

C N NTD COD
Fertilizantes pH (g/kg) (a/kg) C:N (a/kg) (a/kg)
Esterco curral 7,24 106 10,9 9,72 1,37 3,13
Torta de mamona 7,84 480,9 447 10,75 27,07 57,19

Os AH foram isolados do vermicomposto produzido com esterco bovino
com NaOH 0,1 mol L-1 por 4 h seguido de centrifugagao (3000 xg) (Canellas et al.,
2002). O procedimento de extracdo foi repetido até que os extratos apresentassem
absorbancia préoxima de zero em 465 nm. A separacdo dos AH do extrato alcalino
foi obtido por acidificacdo até pH 1 com HCI 6 mol L-1 A dissolucéo e a precipitacéo
foi repetido trés vezes. Apos a centrifugacao, a fracdo HA foi lavada com agua até
teste negativo com AgNO3 e dialisado em membrana com poro menor que 1 kDa
(Spectrapor, EUA) e liofilizado. A composicado elementar do AH foi obtida em
analisador CHN (Perkin-Elmer 1483; Perkin-Elmer, Norwalk, CT, EUA) e o teor de
cinzas obtido apos incineracdo da amostra em forno mufla a 750 °C por 8 hs. A

caracterizacdo da natureza quimica dos AH foi realizada por espectroscopia de
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RMN de estado solido (13C-NMR) com rotacdo de angulo magico e polarizacao
cruzada (CPMAS). O espectro 13C CPMAS NMR foi adquirido num Espectrémetro
Bruker AVANCE 300 NMR, equipado com uma sonda, MAS de 4 mm de largura,
operando na ressonancia de 13C com frequéncia de 75,475 MHz. Os AH foram
acondicionados em rotor de zirconia de 4 mm com Kel-Fcaps e girados a 13 kHz.
Uma sequéncia de rampa 1H foi usada durante um tempo de contato de 1 ms para
considerar possiveis heterogeneidade da condi¢cdo de Hartmann-Hahn. Dois mil
scans com 3782 pontos de dados foram coletados ao longo de um tempo de
aquisicao de 25 ms e um atraso de reciclagem de 2,0 segundos. O software Bruker
Topspin 1.3 foi usado para coletar e elaborar os espectros. Toda a inducao livre
decaimento (FID) foi transformada aplicando um preenchimento zero de 4K e um
alargamento de linha de 75 Hz. Os espectros foram integrados em os intervalos de
ressonancia de deslocamento quimico (ppm): 187-162 (carbonilas de cetonas,
quininas, aldeidos e carboxilas), 162-112 (carbonos aromaticos e olefinicos), 112-
93 (carbonos anoméricos), 93-46 (sistemas C-O, como alcoois e éteres, grupos C—
N e complexos alifaticos carbonos), e 46-0 ppm (carbono sp3, principalmente
metileno e metil). A relacdo C hidrofobico/C hidrofilica dos AH foi estimado por um
calculo adimensional indice estrutural derivado da distribuicdo C relativa de
espectros de NMR: as areas relativas combinadas de C-alquilico (46-0 ppm) e
componentes aromaticos (162-112 ppm), como representativos de C hidrofébicos
(HB) foram comparados com as areas em intervalos relacionados a grupos polares
(187-162, 112-46) indicando a propor¢cao de carbono hidrofilico (HI) e calculado o
indice de hidrofobicidade. A aplicacdo de AH (2 mmol e C/L) nos tratamentos foi
aos 7, 11 e 14 dias ap6s o plantio. A aplicacdo foi feita com 100 mL de solucao,
durante o periodo da manha, diretamente no substrato em torno das raizes. Nos
tratamentos sem AH e no controle, foram aplicados 100 mL &gua. As plantas ndo

foram irrigadas nos dias de aplicacao dos tratamentos.

Aos 15 dias ap0s o transplantio das mudas, trés plantas de sofreram trés
aplicagbes de 100 mL de cada tratamento foram coletadas para a analise da
expressado dos genes NRT e MHA. Quando coletadas, as raizes das plantas foram
lavadas em agua corrente para remoc¢éao do substrato e posteriormente, com Tween

20, antes da extracdo do RNA para analise da expresséao génica por gRT-PCR
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As sequéncias dos genes NRT 1.1; NRT 2.2; MHA. ERS e TUBB de
diferentes espécies de plantas foram comparadas com as informac¢des do genoma
de Passiflora edulis L, por meio da ferramenta BLAST do banco de dados do NCBI
para verificar quais sequéncias poderiam gerar alinhamento significativo com as
sequéncias de pares de bases fornecidos. ApOs pesquisar a homologia entre a
espécie estudada e os genes de interesse, estabeleceu-se as possiveis sequéncias
de oligonucleotidios passiveis de expressdo com auxilio de trés programas de
designer de primer: Primer3Plus, NCBI Primer-Blast e OligoExplorer. Os dados
gerados em cada software foram cruzados entre si para definicdo dos primers com
as melhores caracteristicas. Os pares de primers selecionados foram submetidos
a verificacdo de possiveis dimeros e dobramentos utilizando-se o programa

NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimerServlet).

As sequéncias desenhadas foram produzidas por fornecedor especializado
com formulacao liofilizada. Os primers foram entéo diluidos em solucéo tampéo TE,
conforme instru¢des do fornecedor, entdo foram aplicados os testes de bancada
antes de realizar a RT-gPCR. Os testes de bancada incluiram as seguintes etapas:
diluicdo do primer para 100 uM (solucéo estoque); diluicdo do primer para 10 uM
(solucdo de trabalho); checagem da temperatura de anelamento e amplificacéo
(testados em PCR convencional e gel de agarore); teste de diluicAo de primer

(testado em RT-gPCR). O desenho dos primer’'s sdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Desenho dos iniciadores dos genes utilizados no experimento.

GENE GenBank FUNCAO Sequéncia F (1°linha) e R (2° TAMANHO TEMP
linha) (5 '— 3" PRODUTO
PeMHA | MUZT01105592.1 | H+ ATPase de TACCAGTTGCCGTCAGAATC 95 61,1
(1) Membrana GCTCGCTCAAACATCACAG
PeNRT2.2 | MUZT01123395.1 | Transportadores AAGACAGCGGCAATGATACC 84 62,4
de Nitrato de GTCTGATGACTTACGGTTCTCTG
Alta Afinidade
PeNRT1.1 | MUZT01131525.1 | Transportadores CCCTCAGTTTTTCTTTGTCG 104 59,7
N2 de Nitrato de CTGTGCTCATAGTCTTCATTCC
Baixa Afinidade
PeTubB AC278210.1 Controle TCTTCCCACTAGCACAACTC 82 57,8
enddgeno ATGACCAAGCAACCAGTAAG
PeERS AAX84670 Controle TTATTTCTGACCAAGGGAGC 95 58
enddgeno CCATCTCCCTGTCAAGTTC
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A extracdo do RNA foi realizada na sala de Biologia Molecular do
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual — LBCT da Universidade Estadual do
Norte Fluminense. O RNA das raizes de plantas de maracuja foi isolado seguindo
os procedimentos do protocolo de extragdo com TRIZOL® (Baia et al., 2020).

A sintese do cDNA foi realizada através do kit SuperScript™ |ll Reverse
Transcriptase (Invitrogen). A reacao para RT-qPCR foi realizada 7,5 yL de SYBR
Green PCR Master Mix, 5 yL de H20 para PCR, 0,75 pL de primer reverse, 0,75
primer foward e 1 yL de cDNA 1,0 pyL de cDNA molde na diluigdo de 1:8 em um
volume final de reacdo de 15 pL, A RT-gPCR foi realizada no termociclador Step
One Fast Real Timer PCR (Ampplied Biosystems) com as seguintes condi¢des: 2
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 20 segundos a 95°C e 30 segundos a
58°C. Trés réplicas técnicas assim como trés sinteses independentes de cDNA
foram utilizadas em todos os ensaios da RT-qPCR.

A expressao diferencial dos genes de maracuja, foi avaliado pelo método
2-AACq (Livak) para analise de expressao génica relativa (Livak E Schmittgen,
2001).

Aos 60 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos foi realizado uma coleta das
plantas para a avaliacdo da altura das mudas, massa seca da parte aérea e das
raizes, volume de raiz e razao raiz:parte aérea. A avaliacdo do crescimento das
plantas foi submetida a analise de variancia (ANOVA) no programa GraphPad
Prism 7 e as médias foram comparadas pelo t de Student, p<0,05. O programa R-
Studio foi utilizado para contrastes ortogonais e teste F, cujos contrastes

comparados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo dos contrastes entre os tratamentos utilizados no experimento

Contrastes Descricdo dos contrastes

c1 Controle vs Ureia, Ureia+AH, TM, TM+AH, EST,
EST+AH

C2 Ureia, TM, EST vs Ureia+AH, TM+AH, EST+AH

C3 UREIA vs UREIA+AH

C4 T™M vs TM+AH

C5 EST vs EST +AH
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RESULTADOS

Caracterizagcao dos AH

A andlise da composicao elementar dos AH revelou a presenca de 470 g
kg-1 de C, 55 g kg-1 de N, 451 g kg-1 de O e 5 g kg-1 cinzas. O Espectro RMN de
13C é observado na Figura 1. Foram observados sinais de ressonancia em
deslocamentos quimicos (613C) tipicos de grupos alquilicos (0-45 ppm),
associados a presenca de cadeias alifaticas (grupos —CH2-) pertencentes a varios
compostos lipidicos, como acidos graxos, ceras vegetais e biopoliésteres. Os sinais
nitidos centrados em 56 ppm s&o tipicos da presenca de grupos metoxila em anéis
aromaticos de unidades guaiacil e siringil em componentes de lignina, bem como
as ligacdes C-N em aminoacidos. Os diferentes sinais com 613C entre 60-110 ppm
sao tipicos de C-O-alquilico atribuidos a unidades monoméricas de cadeias de
polissacarideos como celulose e hemicelulose de tecido vegetal. Os sinais intensos
em torno de 73 ppm séo formados pelas ressonancias sobrepostas de carbono 2,
3 e 5, na estrutura piranosidica. Os ombros em 82 ppm derivam do carbono 4
envolvido na ligagdo glicosidica com o carbono anomérico di-O-alquil mais
desprotegido centrado em 105 ppm em unidades de glicose. Os sinais de
ressonancia ao longo do intervalo aril-C (116-140 ppm) envolvem o fenil ndo
substituido e C-substituido unidades de diferentes componentes aromaticos,

enguanto os sinais mostrados na regiao fenolica (140-160 ppm) sao indicativos de
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carbono contendo O 3, 4 e 5 em anel aromatico de derivados de lignina, sendo os
carbonos 3 e 5 acoplado ao substituinte metoxilo. Finalmente, o sinal agudo a 174
ppm inclui todos os grupos carbonila e carboxila presentes na amostra e principais

responsaveis pela acidez trocavel)

55.8

HA Vermicompost 1

ppm (t1) 175 150 125 100 75 50 25 0

Figura 01. Espectro de 3C CP-MAS RMN dos acidos hiimicos isolados de vermicomposto

Expressao diferencial dos genes.

Na Figura 2 séo apresentados os resultados da expressao diferencial dos
transportadores de NOs de baixa (Fig 2 A) e alta (Fig 2 B) afinidade em mudas de
maracujazeiro. Como esperado, em funcdo da elevada concentracédo de N
adicionado ao meio de cultivo (1 g NTD kg de solo), foram observadas diferencas
na expressao do transportador de baixa afinidade que foi reprimido com a adic&o
dos fertilizantes (Fig 2 A). A aplicagédo de AH diminuiu a inibicdo da expresséo do

NRT1.1 na adubacdo com a ureia e com esterco de curral. Os AH n&o tiveram
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qualquer tipo de efeito sobre a inibicdo da expressédo do transportador de NO3s™ de
baixa atividade com a adubac&o com torta de mamona. Os transportadores de alta
afinidade (NRT2.2) foram induzidos pelo esterco de curral em relagdo ao controle
e pela ureia e esterco de curral na presengca de AH em comparacgdo com o controle
(Fig 2 B).
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Figura 02: Expressao diferencial dos genes PeNRT 1.1 e PeNRT 2.2 em plantas de

maracuja.

A Figura 3 apresenta o resultado da expressao diferencial do gene PeMHA
gue codifica diferentes isoformas das H+-ATPases de membrana plasmatica. Foi
observado que todos os fertilizantes promoveram a expressdo da Mha em

comparacgao com o controle. O estimulo foi maior na presenca de AH (Figura 3).
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Figura 03: expressdo relativa dos genes PeMHA em raizes de mudas de maracujazeiro.

Os tratamentos com aplicacdo de AH (U+AH, TM+AH e E+AH),
influenciaram positivamente a expressdo dos genes em comparacdo com O0S
tratamentos sem AH, com aumento de 166%, 47% e 179%, respectivamente, em

relacdo ao controle do que os tratamentos sem aplicacédo de AH.

Resultados Biométricos

A Figura 04 mostra os resultados biométricos para as plantas de maracuja
aos 60 dias ap6s o plantio. Foi observado diferenca significativa entre os

tratamentos avaliados em todas as variaveis (Figura 04: A, B, C, D).

A AP aos 60 dias (Figura 6A), mostrou diferenca significativa da aplicagao
dos tratamentos. Todos os tratamentos com aplicacéo de fertilizantes, com e sem
AH, promoveram aumento significativo na AP aos 60 dias em relacdo ao controle
(Figura 6 A). As plantas com a aplicagdo de TM e TM+AH obtiveram meédias
significativamente maiores em comparagdo com 0sS outros tratamentos, e 0
controle. A aplicacédo de AH promoveu aumento significativo do EST+AH, em

comparacdo ao EST, com uma média 18% maior com a aplicagdo de AH. A
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aplicacado de AH néo influenciou significativamente a AP com 60 dias, nos outros

tratamentos.

A aplicacao de AH influenciou significativamente a MSPA (Figura 4 B) das
plantas de maracuja. Todos os tratamentos com aplicacdo de AH, independente do

fertilizante aplicado, aumentaram a MSPA das plantas aos 60 dias.
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Figura 04: Altura (cm), massa seca da parte aérea (g), volume de raiz (cm3) e massa seca da raiz
(9), de plantas de maracuja aos 60 dias apés o plantio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste t (p <0,05).

A AP aos 60 dias (Figura 6A), mostrou diferenca significativa da aplicacao

dos tratamentos na AP. Todos os tratamentos com aplicacéo de fertilizantes, com
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e sem AH, promoveram aumento significativo na AP aos 60 dias em relacéo ao
controle (Figura 6 A). As plantas com a aplicacdo de TM e TM+AH obtiveram
médias significativamente maiores em comparagdo com 0s outros tratamentos, e 0
controle. A aplicacdo de AH promoveu aumento significativo do EST+AH, em
comparacao ao EST, com uma média 18% maior com a aplicacdo de AH. A
aplicacado de AH néo influenciou significativamente a AP com 60 dias, nos outros

tratamentos.

O VR apresentou diferenga significativa entre os tratamentos em 60 dias
(Figuras 4 C). Foram observadas maiores meédias para as plantas dos tratamentos
gue receberam aplicacdo de AH (TM+AH e EST+AH), em relacéo aos tratamentos
sem AH e o controle. Contudo, ndo foi observado diferenca significativa para o
tratamento com U+AH, nem diferenca significativa da aplica¢ao dos fertilizantes no
VR.

N&o foi observado efeito significativo da aplicacdo de AH para MSR aos 60
dias (Figura 7 D), nem o efeito significativo da aplicacdo dos fertilizantes, em
comparacdo com o controle. As plantas tratadas com TM+AH apresentaram
maiores médias para MSR aos 60 dias, em compara¢do, com as plantas tratadas
com TM, Ureia, U+AH.

Conforme pode ser observado na Tabela 4, apenas em relacdo a MSPA
pode ser observado efeito significativo nos contrastes ortogonais avaliados. Em
relacdo a AP 60 dias, pode ser observado o efeito significativo da aplicacdo dos

tratamentos em relacéo ao controle.

Tabela 4. Valor de F e contrastes significativos entre os tratamentos das variaveis: altura de plantas
aos 60 dias (AP 60 dias), massa seca de parte aérea aos 60 dias (MSPA), massa seca de raiz aos
60 dias (MSR) e volume de raiz 60 dias (VR60 dias).

A.P 60 dias MSPA MSR VR 60 dias

Contrastes (cm) (9) (9) (cm?3)

Cl 71,79* 363,93* 055" 1,58 s

C2 2,47 "s 86,54 * 3,37 "8 24,78 "s
C3 0,04 s 35,73 * 0,10 "s 1,91 "

C4 0,02 s 25,55 * 5,562 s 10,28 "s
C5 7,16 " 2581 * 0,27 "s 13,02 "
Total 19,75* 112,76 * 161" 10,32 ™

ns = ndo significativo; ** significativo a 1%; * significativo a 5%
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DISCUSSAO

A meta-analise reunindo diferentes experimentos com estimulacdo de
plantas pelas SH realizada por Rose et al., (2014) mostrou um aumento médio de
20% na producédo de biomassa tanto de raizes como da parte aérea de diferentes
tipos de plantas. Esse aumento é proximo do observado no para 0 maracuja nesse
experimento (18%) A promocdo do crescimento vegetal foi significativamente
relacionada com a fonte de obtencéo das SH, o modo de aplicacéo, o tipo e idade
das plantas (Nardi et al., 2021). Os AH utilizados na estimulacdo do maracuja
apresentaram caracteristicas quimicas tipicas da matéria organica humificada de
elevada bioatividade (Figura 1), tais como a presenca de grupos metoxilicos,
aromaticos substituidos e acidos carboxilicos em 56, 130 a 150 e 174 ppm como
observado no espectro de RMN de 13C-CP/MAS (Figura 1) (Canellas et al., 2012;
Aguiar et al., 2013, Aquino et al., 2019).

Um dos principais mecanismos relacionados com o aumento da producao
proporcionado pelo uso das SH soluveis diretamente sobre as plantas esta
relacionado com o aumento da eficiéncia de absor¢éo dos nutrientes (Du Jardin,
2015; Canellas et al., 2015). O gradiente de H+ gerado pela atividade da H+-
ATPase regula o mecanismo de absorcdo de ions energizando o transporte ativo
por meio de transportadores e/ou controlando a abertura e o fechamento de canais
responsaveis pelo transporte passivo dos ions (Fernandes e Souza, 2006). O

principal papel da H+-ATPase de membrana plasmatica na fisiologia das plantas é
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o de ativar o transporte secundario de ions (Sondergard et al., 2004). Essa enzima
funciona como uma bomba de prétons (H+) acionada pela hidrélise de ATP, sendo
responsavel pelo transporte primario de H+ do interior da célula para o apoplasma
e, consequentemente, pela formacdo do gradiente de H+ gerado através da
membrana plasmatica. Este gradiente de H+ energiza o transporte secundario de
ions e outros metabdlitos contra um gradiente de concentracdo. O NO3- precisa ser
transportado ativamente para o interior celular, onde estdo mais concentrados. Para
isso, existem na membrana plasmatica varias proteinas transportadoras de NO3-
capazes de acoplar a dissipacdo do componente elétrico e, ou, quimico do
gradiente de H+ gerado pelas bombas ao co-transporte dos H+ do NO3-. Um dos
fendbmenos que tém sido mais relacionados com a bioatividade das SH corresponde
a ativacdo da H+-ATPase de membrana plasmatica (Zandonadi et al., 2016)
associada a acao da auxina, horménio vegetal que ativa a H+-ATPase por diversos
mecanismos, entre eles a inducdo da sintese de H+-ATPase modulada por genes
Mhal e Mha2 (Frias et al., 1996). Esses genes foram induzidos por AH isolados de
diversas fontes e em diversas plantas (Canellas et al., 2002; Quaggioti et al., 2004;
Tavares et al., 2017; Trevisan et al., 2011; Azevedo et al., 2019).

O aumento na concentracdo de macronutrientes (Cavalcante et al., 2012)
e de micronutrientes (Cavalcante et al., 2008) em plantas de maracujazeiro tratadas
com SH ja foi observado anteriormente. Assim como a melhora significativa no
estado nutricional geral do maracujazeiro tratado com biofertilizantes (Silva Junior
et al., 2013). Também ja foi observado a manutencdo de niveis de producédo do
maracujazeiro com uma quantidade menor de N-ureia na presenca de SH (Silva et
al., 2016) sem alteracdes significativas na qualidade industrial do fruto (Silva et al.,
2015). Portento, o efeito das SH sobre a atividade das H+-ATPases € compativel
com os resultados de melhora no estado nutricional do maracujazeiro observados

anteriormente.

O estudo da absorcédo de N e dos transportadores em plantas tratadas com
SH é normalmente realizado utilizando fontes inorganicas de N, tais como NH4+ ou
NO3- ou ainda N orgéanico sintetizado quimicamente como N- ureia (Quaggioti et
al., 2004). Os estudos utilizando matéria organica como fonte de N sdo mais

escassos, mas tem um papel relevante para a agricultura e fruticultura organica. A
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producdo do maracujazeiro organico tem papel importante na geracao de emprego
e renda e o sucesso da atividade depende, em parte, do manejo dos fertilizantes
organicos. Nesse trabalho foi observado que o esterco de curral aumenta a
expressao diferencial dos transportadores de NO3- de alta afinidade (NTR2.2) e
gue a aplicacdo de AH amplifica essa resposta nao s para o esterco, mas também
para a ureia., mas sem qualquer efeito para a torta de mamona Esse efeito pode
ser justificado em parte pelas diferencas na matéria organica de cada fertilizante
(Carnier et al., 2019) influenciando diretamente a concentracdo de NO3- no meio e
consequentemente a expressdo dos genes dos transportadores (Aslam et al.,
1993). A ativacéo das bombas de prétons e a inducédo de transportadores de NO3-
de alta afinidade foi acionado nas raizes do maracujazeiro com a adi¢cdo de esterco
e de N-ureia e ampliado significativamente com o tratamento com AH sollUveis
(Figura 3).

A analise do crescimento das plantas realizada aos 60 dias apds 0s
tratamentos revelou que a TM e TM+AH promoveram significativamente o aumento
da massa seca da parte aérea e do volume radicular. A liberacdo do NTD na TM
tem uma dinamica diferente do esterco de curral e da ureia que liberam
prontamente o N com decréscimo linear na disponibilidade. A TM ao contrario vai
fornecendo NTD a solucdo de solo em quantidades crescentes em funcdo do
tempo. A torta de mamona possui uma elevada quantidade de N organico em sua
composicao, dessa forma, disponibilizando boa quantidade de nutrientes ao longo

do experimento paras as plantas.
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CONCLUSAO

A aplicacdo de &acidos humicos promoveu a expressdo dos genes
PeNRT2.2 e PeMHA indicando a possibilidade de melhorar a eficiéncia da absorcéo
do nitrogénio na fase de crescimento inicial do maracujazeiro adubados com

fertilizantes organicos.
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4. RESUMOS E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a dindmica de liberagéo de
curto prazo do NTD em solugéo de solo de diferentes compostos organicos, de
modo a otimizar 0 seu manejo e observar a interacéo das substancias himicas com

0S genes transportadores de nitrato em maracuja.

No primeiro trabalho, observamos que a dinamica de liberacdo de NTD a
curto prazo dos compostos analisados foi diferente, devido a caracteristicas do
proprio material, porém nao influenciou diretamente os parametros biométricos
avaliados, isso pode ser atribuido a baixa necessidade da cultura por

macronutrientes no estado fenolégico avaliado.

No segundo trabalho avaliamos a expressao de genes transportadores de
nitrato e observamos que os tratamentos com AH, influenciaram diretamente a
expressdo desses genes, assim como, dos genes transportadores de membrana.
Isso indica a possibilidade do AH melhorar a eficiéncia da absor¢do do nitrogénio
na fase de crescimento inicial do maracujazeiro adubados com fertilizantes

organicos.
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