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RESUMO

SANTOS, E.F. AvaliacGes bioquimicas e fisioldgicas para previsdo de desordens
nutricionais de macronutrientes no desenvolvimento inicial do pinh&do-manso. 2014. 82 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2014.

No Brasil, vérios trabalhos com pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) tém estudado a avaliacdo
do estado nutricional, porém sdo poucas as investigagdes objetivando caracterizar a marcha de
absorcdo, bem como as respostas bioquimicas e fisiologicas desta espécie ao manejo
nutricional. antecipadamente o estado nutricional das plantas. Desse modo, 0 objetivou-se
com este estudo avaliar a marcha de absorcdo no desenvolvimento inicial do pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.), bem como as omissdes de N, P, K, Ca, Mg e de S no crescimento inicial
e no comportamento bioquimico e fisiolégico dessa espécie e, por fim, prever os quadros
sintomatologicos das deficiéncias. Para alcancar os objetivos propostos foram realizados dois
experimentos simultaneos, conduzidos em casa de vegetacdo, sendo que as plantas foram
cultivadas individualmente em vasos contendo solucdo nutritiva. No primeiro experimento -
referente @ marcha de absorcéo - a plantas foram cultivadas em solugdo nutritiva completa,
sendo que as plantas eram retiradas a cada 14 dias para a determinacdo do acimulo de massa
seca e macronutrientes. No segundo experimento as plantas foram cultivadas em solucéo
completa (controle) e omissao individual de N, P, K, Ca, Mg e de S. Neste experimento foram
realizados testes bioquimicos e fisioldgicas para a previsdo de desordens nutricionais aos 20,
30, 40 e 120 dias apds o inicio dos tratamentos. As primeiras manifestacGes de deficiéncia
foram observadas para o Ca e N, seguidas das de Mg e K, contudo ndo foram observados
sintomas de caréncia de P e S. As atividades das enzimas redutase do nitrato, da fosfatase
acida e da peroxidase, bem como a avaliagdo das concentracdes de poliaminas, efetuadas no
inicio do desenvolvimento das plantas, demonstraram ser indicadores para previsdo das
desordens nutricionais de N, P e K, respectivamente. As omissGes individuais dos
macronutrientes limitaram o desenvolvimento inicial do pinhdo-manso, reduziram os teores
de clorofila e a taxa fotossintética de forma distinta. Porém, a omissdo de Ca foi a que mais

limitou o desenvolvimento dessa espécie para todas as variaveis avaliadas.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Diagnose foliar. Jatropha curcas. Taxa fotossintética.
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ABSTRACT

SANTOS, E.F. Physiological and biochemical assessments for prediction of nutritional
macronutrient disorders in the initial development on physic nut. 2014. 82 f. Dissertacao
(Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sé&o Paulo,
Piracicaba, 2014.

In Brazil, several studies with physic nut (Jatropha curcas L.) have studied the assessment of
nutritional status, but there are few investigations aiming to characterize the uptake and the
biochemical and physiological responses to nutritional management of this species, for the
purpose of prediction the nutritional status of plants. Thus, the objective with this study was
to evaluate the uptake in the initial development of physic nut (Jatropha curcas L.), as well as
the omission of N, P, K, Ca, Mg and S, to physiological and biochemical assessments, and
finally, predicting symptomatology frames deficiencies. To achieve the proposed objectives
two experiments were conducted in a greenhouse. The plants were grown individually in pots
containing nutrient solution. In the first experiment — uptake of macronutrients - the plants
were grown in complete nutrient solution, whereas plants were taken every 14 days for the
determination of dry matter and macronutrients accumulation. In the second experiment, the
plants were grown in complete solution (control) and the omission of N, P, K, Ca , Mg and
S. In this experiment biochemical and physiological tests were performed for predicting
nutritional disorders at 20, 30, 40 and 120 days after initiation of treatment. The first
manifestations of deficiency were observed for Ca and N, followed by Mg and K, but don’t
were observed symptoms of P and S deficiency. The activities of nitrate reductase, acid
phosphatase and peroxidase, as well as the assessment of concentrations of polyamines, made
in the early development of the plant, proved to forecast indicators of nutritional disorders of
N, P and K, respectively. The individual macronutrients omissions limited the initial
development of physic nut, in addition, reduced chlorophyll content and photosynthetic rate
differently. However, the omission of Ca was the most limited growth of this species for all
variables.

Keywords: Enzymatic assessment. Jatropha curcas. Nutritional status. Photosynthesis rate.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento dos precos do petréleo bruto e preocupagdes ambientais tendem
a promover uma maior busca por combustiveis a partir de fontes renovaveis, como o
biodiesel. O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) apresenta grande potencial como matéria
prima para produgdo deste bicombustivel e possibilidade de cultivo em &reas ndo
tradicionalmente agricolas.

No Brasil, varios trabalhos com pinhdo-manso tém estudado a avaliacdo do estado
nutricional, porém sdo poucas as investigacdes objetivando caracterizar a marcha de absor¢édo
de nutrientes por esta espécie, bem como as respostas bioquimicas e fisiologicas do pinhdo-
manso a0 manejo nutricional. Além disso, os trabalhos com abordagem de nutricdo mineral
em pinhdo-manso tém avaliado somente a diagnose foliar e visual, evidenciando desta
maneira, a necessidade de estudos das respostas fisiologicas e bioquimicas, referentes ao
processo fotossintético em condicfes de desordens nutricionais.

A avaliacdo nutricional do pinhdo-manso por meio do estudo de marcha de absor¢édo
de nutrientes é ferramenta efetiva e indispensavel ao manejo nutricional eficiente no
desenvolvimento inicial desta espécie, pois permitem identificar a época de maior acimulo de
massa seca, mostrando a reparti¢do de nutrientes na planta — parte aérea, caule, raizes, frutos —
e por fim, podendo indicar a demanda por nutrientes. Assim, os estudos de marcha de
absorcdo de nutrientes de uma espécie promovem o adequado manejo de nutrientes, sendo
poucos os trabalhos na literatura enfocando a marcha de absorcéo do pinhdo-manso.

A avaliacdo do comportamento fisioldégico do pinhdo-manso tem considerado apenas
fatores ambientais de estresse abidtico, tais como temperatura, déficit hidrico e salinidade.
Portanto, sdo essenciais trabalhos que contemplem a avalia¢do nutricional de macronutrientes,
enfocando respostas metabolicas, especialmente quando se considera a analise de enzimas, a
quantificacdo de poliaminas, a concentracdo de clorofila (unidades SPAD) e taxa
fotossintética. Trabalhos classicos de nutricdo de plantas utilizando testes bioquimicos e
atributos fisiolégicos (e.g., parametros de taxa fotossintética) constituem em importante
ferramenta para a avaliacdo do estado nutricional de plantas, permitindo maior conhecimento
das demandas nutricionais, bem como a possibilidade de previsdo das desordens nutricionais
da cultura, notadamente antes das manifestagdes visuais.

O crescimento e o desenvolvimento do vegetal sdo resultados de uma série de eventos
biologicos regulados, também, pela disponibilidade de nutrientes. Por sua vez, a manifestagdo

externa de anormalidade provocada pela deficiéncia de qualquer nutriente € o resultado de
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uma cadeia de acontecimentos iniciados a nivel molecular, com modificagdo subcelular e
posterior alteracdo celular a qual, finalmente, resulta em modificacdo no tecido - o sintoma.
Portanto, parte-se da hipotese de que as avaliagdes bioquimicas e fisiologicas efetuadas antes
da manifestacdo visual dos sintomas (diagnose visual) sdo efetivas para diagnosticar
antecipadamente o estado nutricional das plantas. Além disso, o adequado manejo nutricional
do pinhdo-manso para ser alcangado deve-se levar em consideragdo a marcha de absorcéo da
especie.

Desse modo, 0 objetivou-se com este estudo avaliar a marcha de absorcdo no
desenvolvimento inicial do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), bem como as omissdes de N,
P, K, Ca, Mg e de S no crescimento inicial e no comportamento bioquimico e fisioldgico

dessa espécie e, por fim, prever os quadros sintomatoldgicos das deficiéncias.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracterizagdo do pinhao-manso

As plantas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) pertencem a familia Euforbiaceae,
da qual outras plantas de interesse econdmico também se incluem como a mamona (Ricinus
communis), a mandioca (Manhiot esculenta), a seringueira (Hevea brasiliensis) e a coroa-de-
cristo (Euphorbiamilii) (OPENSHAW, 2000). O fruto dessa espécie tem aproximadamente 28
% de 6leo em sua massa seca, e as plantas possuem capacidade de produc&o em 6.000 kg ha™
de sementes equivalendo aproximadamente a 2.000 kg ha™ de 6leo, possibilitando um lucro
elevado pela sua exploracdo (ARRUDA et al., 2004; SATURINO et al., 2005; DIAS et al.,
2007; LAVIOLA; DIAS, 2008).

As plantas de pinhdo-manso possuem origem tropical com alta adaptacdo as diversas
regides do Brasil, aparecendo em plantios desde a linha do equador até o estado do Parana.
Estas plantas possuem interessante distribuicdo geografica, sendo que por volta de dois tercos
das 150 espécies conhecidas s30 americanas, e 0 outro terco se encontra quase toda na Africa
Tropical, com algumas poucas espécies no continente asiatico (PARAWIRA, 2010).

O local exato de origem do pinhdo-manso é controverso, pois é possivel encontrar essa
espécie em varias regides de clima tropical da América Central e do Sul, da Africa e da Asia
(OPENSHAW, 2000). O Brasil é citado como uns dos centros de origem desta espécie,
entretanto, o México é a regido de origem mais provavel, pois foi observado nesta regido, o
aparecimento do Jatropha curcas de maneira natural nas florestas costeiras da regido e ndo
apenas em areas cultivadas ou cercas vivas (XU; WANG, 2011).

As plantas de pinhdo-manso caracterizam-se por serem arbustiva com altura media de
2,5 metros, podendo atingir 12 metros de altura. A espécie possui uma copa larga e irregular,
caule reto e liso, com didmetro de aproximadamente 20 cm e com casca fina e amarelada
coberta por cera. O lenho das plantas de pinhdo-manso é flexivel com pouca resisténcia e com
ramos compridos e que se dividem desde a base do tronco. O sistema radicular dessa planta é
pivotante podendo alcancar grandes profundidades e estabelecer grande quantidades de raizes
laterais (ARRUDA et al., 2004; SATURINO et al., 2005; DIAS et al., 2007; LAVIOLA;
DIAS, 2008).

A espécie Jatropha curcas (L.) constitui em uma planta decidua (perde suas folhas na
estacdo seca) com folhas de coloracdo verde intenso, brilhantes, simples, com 3 a 5 16bulos,

alternas, glabras, com forma de palma, lanceoladas. Possui inflorescéncias do timo cimeira e



18

seu florescimento ocorre durante a estagdo chuvosa. O periodo produtivo rentavel é alcancado
entre trés e quatro anos, podendo-se estabelecer por 40 anos, sendo que, em regides com
umidade constante, o florescimento pode ocorrer ao longo do ano (ALBUQUERQUE et al.,
2009). O pinhdo-manso apresenta um sistema misto de reproducdo, combinando
autofecundacdes, apomixia, de forma assexuada e sem troca de pdlen. Desta forma, esse
sistema de reproducdo resulta em sementes idénticas & planta mée, bem como o cruzamento
de individuos aparentados, explicando a pequena diversidade genética da planta (BRESSAN
etal., 2013).

A espécie apresenta algumas caracteristicas desejaveis, tais como oOleo de alta
qualidade e possibilidade de insercdo na cadeia produtiva da agricultura familiar (KING et al.,
2009; ROSADO et al., 2010). Fairless (2007) relatou que ao longo do ano de 2008, cerca de
900 mil hectares foram cultivados com pinh&o-manso no mundo, destacando-se a Asia, e
estimou que o territério mundial com plantagdes de pinhdo-manso chegaria a mais de 12
milhdes de ha em 2015. Porém, o cultivo mundial do pinhdo-manso foi intensamente
estimulado sem o prévio conhecimento agrondémico adequado da espécie e com diversidade
genética limitada (ROSADO et al., 2010).

No Brasil, o cultivo do pinhdo-manso surgiu como op¢do para ocupar areas marginais
de pequenos agricultores, bem como alternativa na agricultura familiar. Entretanto, limitacGes
técnicas tém impedido a insercdo plena desta espécie na matriz energética brasileira. A
maturacdo desuniforme dos frutos, a baixa produtividade de Oleo e as baixas producdes
observadas em diferentes condicdes edafoclimaticas brasileiras, tém limitado a viabilidade
econdmica no cultivo do pinhdo-manso (ROCHA et al., 2012). A baixa diversidade genética
das plantas de pinhdo-manso dificulta a selecdo de sementes e explica em parte a dificuldade
no cultivo da espécie (BRESSAN et al.,, 2013). Além disso, a falta de informac6es
agronémicas impede o estabelecimento do cultivo de grandes areas com pinhdo-manso. Nesse
sentido, insere-se a importancia de maiores informacdes sobre o manejo nutricional com o
objetivo de estabelecimento da alta produtividade de plantas de pinhdo-manso (ROSADO et
al., 2010; SOUZA et al., 2011).

Desta maneira, 0 pinhdo-manso ainda est4 em fase de domesticacdo no Brasil e, uma
vez que esta espécie ¢ indicada como alternativa para producéo de biodiesel, os estudos a fim
de caracterizar o desenvolvimento e a demanda nutricional da espécie devem ser

intensificados.
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2.2 Nutri¢do mineral do pinh&o-manso

O pinhdo-manso é parcialmente adaptado a solos com baixa umidade e condicGes de
fertilidade pouco favoraveis. No entanto, a producdo rentadvel do pinhdo-manso deve ser
acompanhada com o manejo nutricional adequado, a fim de alcancar a competitividade dos
custos de bicombustivel oriundo desta espécie (LAVIOLA; DIAS, 2008; SOUZA et al.,
2011).

Os custos de producédo de lavouras com alta exigéncia nutricional sdo muito elevados.
No caso de culturas para producgdo de biodiesel, o equilibrio energético deve ser considerado,
ou seja, o total de energia bruta fornecida pelo produto deve ser maior que o total gasto do
material ndo renovavel para a producdo. (PARAWIRA, 2010). Assim, trabalhos que
enfoquem a avaliacdo da nutricdo mineral do pinhdo-manso sdo essenciais a fim de se obter o
manejo eficiente de adubos e corretivos, garantindo a producdo rentavel (MALAVOLTA,
2006). A avaliagdo da nutricdo mineral do pinh&o-manso tem sido estudada em diferentes
condicdes edafoclimaticas, apresentando contrastantes informacfes sobre a dindmica
nutricional desta espécie.

Em relacdo ao nitrogénio (N), a nutricdo adequada deste elemento aumenta a
assimilacdo de CO, e o conteudo de clorofila, influenciando beneficamente o
desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso (MATOS et al., 2012). Ademais, por meio da
adubacdo nitrogenada o cultivo do pinhdo-manso pode ser otimizado, promovendo o
incremento do namero total de frutos/sementes produzidos por plantas (YONG et al., 2010).
Na fase inicial de desenvolvimento, no entanto, esta espécie possui baixa demanda de N,
sendo que pequena quantidade deste macronutriente € suficiente para proporcionar o
desenvolvimento inicial adequado (SOUZA et al., 2011).

Em relacdo ao fdésforo (P), as plantas de pinhdo-manso parecem apresentar eficiéncia
fisioldgica no uso deste macronutriente, sendo que a omissdo deste elemento resulta em
pequena reducdo de massa seca total no desenvolvimento inicial da espécie (SILVA et al.,
2009). Entretanto, o pinhdo-manso responde positivamente a adi¢cdo de P, de forma que a
adubacéo fosfatada incrementa o crescimento de raizes e promove a expansao da area foliar
(LIMA et al., 2011a), além do aumento da produtividade por plantas cultivadas em
disponibilidades adequadas de P (SURIHARN et al., 2011). Balota, Machineski e Scherer
(2012) ressaltam a alta capacidade de associacdo desta espécie com fungos micorrizicos
arbusculares, pela qual beneficia a nutricdo fosfatada, bem como no crescimento das plantas

de pinhdo-manso, podendo esse fato contribuir com as eficiéncias de absor¢éo e de uso do P.
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A deficiéncia de potassio (K) em plantas de pinhdo-manso acarreta em reducdo no
crescimento dos brotos, além de reduzir a atividade fotossintética das folhas levando a baixos
indices de producdo (SURIHARN et al., 2011). A alocacdo de carbono da planta para a
producdo de frutos é acompanhada, necessariamente, pelo acimulo de K, havendo aumento
da exigéncia deste nutriente na fase em que o pinhdo-manso inicia a produgao de frutos
(LAVIOLA; DIAS, 2008). Além disso, esta espécie possui a capacidade de atenuar os efeitos
salinos — problemas comuns em areas de cultivo de pinhdo-manso no Brasil — por meio da
absorcdo e utilizacdo fisiologica de K. A presenca de niveis adequados de K no meio de
cultivo é capaz de atenuar a acumulagdo excessiva de sédio nas diversas partes da planta, pela
diminuicdo do fluxo de sddio no xilema. Dessa forma, concentragdes adequadas de K nas
raizes podem mitigar os efeitos adversos do excesso de sodio e reduzir seu conteido em
tecidos de pinhdo-manso (RODRIGUES et al., 2012).

O célcio (Ca) é o segundo nutriente mais exigido para a formacdo das folhas e o
terceiro mais acumulado pelos frutos de pinhdo-manso (LAVIOLA; DIAS, 2008). A espécie é
muito exigente em Ca, sendo que a omissdo total deste elemento culmina com a morte do
meristema apical, além de ser o0 macronutriente mais limitante para o desenvolvimento inicial
de mudas de pinhdo-manso (SILVA et al., 2009; MAIA et al., 2011).

O ciclo de desenvolvimento também influencia na dindmica nutricional de plantas de
pinhdo-manso. No desenvolvimento inicial do pinhdo-manso Chaves et al. (2009) relataram
que os niveis de zinco (Zn) e cobre (Cu) ndo influenciaram o desenvolvimento da mudas de
pinhdo-manso. Contudo, avaliando a taxa fotossintética de plantas de pinhdo-manso, Santos et
al. (2013) encontraram reducdo na assimilacdo de CO,, que por sua vez provocou a reducao
no acimulo de biomassa em funcdo da omissdo de Cu e Zn, bem como a omissdo de outros
micronutrientes, como boro (B), ferro (Fe) e manganés (Mn).

As exigéncias de nutrientes minerais sdo menores nos dois primeiros anos de cultivo,
aumentando rapidamente apds o terceiro ano de implantacdo da cultura. Contudo, o pinh&o-
manso extrai elevada quantidade de nutrientes na colheita e, se ndo adequadamente adubado,
pode levar ao empobrecimento do solo ao longo dos anos de cultivo (LAVIOLA; DIAS,
2008). A deficiéncia de macro e micronutrientes acarreta em sintomas de caréncia nutricional
comuns a outras espécies, limitando o desenvolvimento vegetal (SILVA et al., 2009). A
estabilizacdo no cultivo do pinh&o-manso e o incremento da concentracdo e da qualidade de
6leo nas sementes dessa espécie exigem a manutencdo nutricional ao dos anos de cultivo
(XU; WANG, 2011).
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Desta maneira, a avaliacdo da nutricdo mineral do pinhdo-manso tem sido amplamente
estudada, entretanto, somente tem sido avaliado o estado nutricional desta espécie por meio da
diagnose foliar e visual, evidenciando desta maneira, a necessidade de estudos das respostas

bioquimicas e fisioldgicas, em condic¢des de desordens nutricionais.

2.3 Previsdo de desordens nutricionais em plantas

Os nutrientes essenciais exercem funcdes especificas no desenvolvimento vegetal. As
fungdes dos nutrientes no metabolismo vegetal se classificam em estrutural, constituinte de
enzimas e ativador enzimatico (MALAVOLTA, 2006). A deficiéncia de qualquer nutriente
essencial, independentemente de sua funcdo, proporciona o inadequado desenvolvimento
vegetal (CAZETTA; FONSECA; PRADO, 2010). As desordens nutricionais que provocam a
reducdo no desenvolvimento vegetal, bem como a menor produtividade agricola sdo
caracterizadas por sintomas visuais especificos. Em geral, os sintomas séo claramente visiveis
em condicdes de caréncia nutricional aguda, podendo ser agrupados em seis categorias:
crescimento reduzido; clorose uniforme ou em manchas nas folhas; clorose internerval,
necrose; coloracdo purpurea; deformacdes (PRADO, 2008). Porém, a deficiéncia nutricional
ndo severa possui dificil deteccdo, mas podem causar significativas redu¢des de producdo e
produtividade das culturas. Além disso, muitas espécies de plantas anuais e perenes,
particularmente aquelas adaptadas para condi¢bes de baixa fertilidade do solo, ajustam a sua
taxa de crescimento para o nutriente mais limitante e, portanto, ndo desenvolvem os sintomas
de deficiéncia visual, porém apresentam menor desenvolvimento (CAZETTA; FONSECA,
PRADO, 2010).

As plantas podem ndo apresentar sintomas de deficiéncia, entretanto reduzir sua
producdo, apresentando “fome oculta”. A “fome oculta” possui dificil diagnose em func¢ao do
seu efeito significativo no desenvolvimento vegetal sem o aparecimento de sintomas, bem
como a dificuldade de diagnostica-la por metodologias tradicionais — diagnose visual e foliar
(MENGEL,; KIRKBY, 2001; MALAVOLTA, 2006; MARSCHNER, 2012). Desta maneira, é
importante o desenvolvimento de métodos que possam prevenir ou remediar a deficiéncia de
nutrientes, visando a maximizar a produgdo e minimizar os prejuizos (CAZETTA;
FONSECA; PRADO, 2010).

A deficiéncia nutricional pode ser evitada por meio da andlise prévia da fertilidade do
solo, utilizando-se essa anélise para a adubacdo adequada das plantas. Porém, a anélise do

solo, nem sempre pode ser assegurar que os teores de nutrientes detectados na analise séo os
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realmente disponiveis para as plantas. Além disso, a presenca do nutriente no solo também
ndo assegura que serd absorvido na quantidade e na propor¢do adequada pelas plantas. Por
isso, normalmente, se realiza também a analise foliar. Ademais, métodos diferentes
executados e/ou com adaptacdes aleatorias para cada laboratorio, podem levar a resultados
distintos (CAZETTA; FONSECA; PRADO, 2010).

A diagnose foliar constitui em metodologia amplamente realizada em sistemas de
producdo agricola a fim de precaver a deficiéncia vegetal. Porém, apesar da melhoria dos
processos analiticos, nem sempre pode ser assegurado que a concentracdo de nutrientes
analisada corresponde & concentragdo de nutrientes disponiveis no metabolismo vegetal,
destacando-se os micronutrientes (BAR-AKIVA, 1961; LAVON; GOLDSCHMIDT, 1999;
SRIVASTAVA et al., 2000). Trabalhos realizados por Ruiz; Lopez-Cantarero e Romero
(2000), indicam que a grande discrepancia entres as concentracdes totais e a concentracdes
metabolicamente disponiveis de K, Ca e Mg no tecido foliar. Dessa forma, tem sido dada
grande importancia para os testes bioquimicos e fisioldgicos, pois tendem a refletir melhor a
concentracdo metabolicamente ativa dos nutrientes e, assim, indicar mais adequadamente o
estado nutricional das plantas (CAZETTA; FONSECA; PRADO, 2010). Contudo as
avaliagdes bioquimicas e fisioldgicas ndo sdo de uso generalizado, embora algumas delas
possam até ser efetuadas no campo. Os testes bioquimicos e fisiol6gicos constituem em
ferramentas de pesquisa que podem identificar e diagnosticar a caréncia nutricional antes do
desenvolvimento do sintoma visual (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

2.3.1 Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos verificam a desordem nutricional de plantas por meio de
possiveis alteracdes bioquimicas ocasionadas como mecanismos de resposta a caréncia
nutricional. Assim, antes que ocorra 0 sintoma no tecido vegetal, as plantas promovem
alteracbes nas vias metabolicas com o objetivo de garantir o desenvolvimento adequado
(MARSCHNER, 2012). Dentre os primeiros pesquisadores que procuram desenvolver testes
bioquimicos, destaca-se um grupo liderado por Bar-Akiva, que desenvolveu estudos com
citrus. A partir destes estudos pioneiros e da melhoria de métodos para analises quimica e
bioquimica, muitos trabalhos tém dado atencdo ao comportamento bioquimico vegetal em
funcéo do estado nutricional (CAZETTA; FONSECA; PRADO, 2010).

Os testes bioquimicos ndo fornecem diretamente a concentracdo de nutrientes no

tecido vegetal, porém a atividade enzimatica ou a modificagdo de metabdlitos permite a
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determinag@o do “status” nutricional da planta. O teste tem a possibilidade deve ser realizado
no tecido vegetal com sintoma de caréncia ou na parte vegetal em que melhor expressa a
funcdo deste nutriente no teste bioquimico (BAR-AKIVA, 1961).

A alteracdo da atividade de enzimas como a redutase do nitrato, a fosfatase 4cida e a
peroxidase, bem como a modificagdo no metabolismo de proteinas (e.g. poliaminas) ou no
acumulo de clorofila, podem ser utilizados como testes bioquimicos para previsdo de
desordens de macronutrientes.

A redutase do nitrato € uma enzima que reduz o NOj3™ (nitrato) a NO;™ (nitrito), sendo
induzida por molibdénio (Mo) e por nitrato no substrato de cultivo (EPSTEIN; BLOOM,
2006). Assim, a atividade da redutase no nitrato estd diretamente ligada ao processo de
assimilacdo de N, bem como os fatores bidticos e abidticos que podem influenciar a
assimilacdo deste macronutriente (CAMPBELL, 1999), como interferir na absorcédo de outros
nutrientes (e.g., de K, P e S). Em substratos onde o nitrato é a principal fonte de N disponivel,
tem sido comprovado que a maior atividade da redutase do nitrato relaciona-se
significativamente com o suprimento e absor¢do de N (REIS; FURLANI JUNIOR; HAGA,
2007).

A forma mais comum da redutase do nitrato usa apenas NADH como um doador de
elétron, enquanto outra forma encontrada predominantemente em tecidos ndo verdes, como
raizes, pode usar tanto NADH quanto NADPH. Essa enzima é composta por homodimeros,
compostos com duas subunidades idénticas (CAMPBELL, 1999), sendo que cada subunidade
contém trés grupos protéicos. Ademais, a redutase do nitrato é a principal proteina que
contém Mo nos tecidos vegetais e um dos sintomas de deficiéncia de molibdénio é o acimulo
de nitrato.

Quanto a utilizacdo de P pela planta em ambientes onde o suprimento desse nutriente é
limitante, as plantas desenvolveram alguns mecanismos visando aumentar o conteddo de P
absorvido, afetando a eficiéncia de uso deste nutriente para a producdo de biomassa. A agéo
da atividade da fosfatase acida é uma das estratégias para a utilizacdo eficiente de P (DUFF;
SARATH; PLAXTON, 1994). A deficiéncia de P aumenta da atividade dessa enzima no
tecido vegetal (GARCIA; ASCENCIO, 1992), e sua alta atividade tem sido relacionada a
resposta da planta a deficiéncia desse nutriente (ASCENCIO, 1994).

A modificacdo da atividade das peroxidases pode indicar alteracdes metabdlicas, como
0 estresse oxidativo. Alguns sintomas como a clorose e necrose em folhas sédo expressao do
estresse oxidativo provocado pela maior geragdo de radicais livres — espécies reativas de

oxigénio, como o0 O, e 0 H,O, — indicando um sistema de desintoxicacdo prejudicada em
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condicbes de baixa disponibilidade de nutrientes (MENGEL; KIRKBY, 2001,
MARSCHNER, 2012), como o ion K*. A reacdo das peroxidases consiste de dois passos
sucessivos, envolvendo um elétron cada. Uma equacdo geral para reacdes catalisadas por
peroxidases ndo pode ser formulada, pois 0 curso da reacdo depende do tipo de substrato,
como fenois, aminofenois, diaminas, indofenois, ascorbatos e diferentes aminoacidos.

A caréncia nutricional influencia também na regulacéo da produgdo de compostos no
metabolismo vegetal, como o acimulo de poliaminas. As poliaminas estdo envolvidas em
uma gama de processos metabdlicos vegetais, como a divisdo celular, replicacdo do DNA,
diferenciacdo celular, senescéncia de folhas, sintese de etileno e formacdo de embriGes ou
primoérdios florais (GROPPA; BENAVIDES, 2008). Porém, o papel exato dessas moléculas
nos processos de desenvolvimento e resposta a estresses ndo sdo bem compreendidos, todavia,
sabe-se que sdo compostos reguladores do desenvolvimento.

A disponibilidade de potassio tem efeito significativo sobre o acumulo de
determinadas poliaminas, como a diamina putrescina, a triamina espermidina e a tetraamina
espermina (WATSON; MALMBERG, 1996; FARIDUDDIN et al., 2013). A biossintese de
putrescina durante a deficiéncia de K é uma resposta ao desequilibrio iénico causado pela
acidificacdo do suco celular intensificado pelo excesso de aménio, bem como pelo aumento
da atividade das enzimas que convertem arginina, ornitina e citrulina em putrescina
(MALAVOLTA, 2006). Por sua vez, a putrescina é convertida a espermidina e espermina por
sucessivas transferéncias de um ou dois grupos aminopropil via descarboxilacdo do S-
adenosil metionina, sendo que esse processo também é regulado em parte pelo K
(TIBURCIO; GENDY; TRANTHANH-VAN, 1989; MALAVOLTA, 2006).

A relagéo de presenca de putrescina, espermidina e espermina com o desenvolvimento
das plantas é evidente, porém nédo totalmente compreendida. Os sintomas tipicos de caréncia
de K — clorose seguida de necrose das pontas e margens das folhas velhas - sdo devidos, em
parte, ao acumulo de putrescina. A concentracdo de putrescina tem maior intensidade de
resposta ao estresse por potassio do que as concentracBes de espermidina e espermina.
Diversos trabalhos tém mostrado que a formacéo de putrescina e espermidina é essencial para
a embriogénese das plantas, e consequentemente, o crescimento, enquanto que a concentracéo
de espermina no tecido vegetal ndo € essencial para o crescimento normal das plantas
(MENGEL; KIRKBY, 2001; MALAVOLTA, 2006; MARSCHNER, 2012)

A determinacdo de clorofila constitui em efetivo teste bioquimico para previsdo de
desordens nutricionais envolvidos na biossintese de clorofila com o nitrogénio e o magnésio.

A quantificagdo indireta de clorofila por meio do clorofildometro, responde ao teor do
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pigmento presente na folha, fornecendo leituras em unidades SPAD. Esse instrumento tem
sido usado para estimar a concentracdo de N, uma vez que esse nutriente € um componente da
molécula de clorofila, sendo positivamente correlacionado com os valores SPAD. O
clorofildmetro possui algumas vantagens, como: ser portatil e de facil manuseio, possibilitar
economia de tempo e dinheiro, viabilizar o diagnostico prévio de uma possivel deficiéncia de
N podendo prevenir um estado de caréncia severa, além de ser uma técnica ndo destrutiva e
que permite a amostragem tantas vezes quanto necessarias, sem a destruicdo do limbo foliar
(MINOLTA CAMERA Co., 1989). Ademais, a utilizacéo do clorofildmetro também pode ser
destinada a diagnose de outros elementos, como 0 magnésio, enxofre, ferro e manganés, desde
que se conhega o nutriente omitido ou limitante.

Os estudos que avaliam as consequéncias do acumulo de poliaminas e alteracdo do
conteudo de clorofila, bem como a modificacdo da atividade das enzimas redutase do nitrato,
fosfatase 4&cida e peroxidase no crescimento e desenvolvimento do pinh&o-manso,
relacionando com a nutricdo de macronutrientes, sdo necessarios, em face da inexisténcia de
trabalhos evolvendo essa espécie vegetal, bem como pela possibilidade de utilizacdo destes
métodos ndo convencionais de avaliagdo do estado nutricional para o monitoramento da
nutricdo vegetal, principalmente, para o diagnostico prévio — notadamente em condicéo de

fome oculta.

2.3.2 Testes fisioldgicos

Os testes fisioldgicos por meio da avaliacdo da taxa fotossintética (taxa de assimilagéo
de CO,, transpiracdo e condutancia estomatica) utilizando o aparelho IRGA (Infrared Gas
Analyzer — IRGA, LI 6400, Li-Cor, Inc., Lincoln, NE, USA) possuem alta correlacdo com o
estado nutricional das plantas, indicando o comportamento fisioldgico exato da planta. Assim,
esse aparelho constitui em importante ferramenta de caracterizacdo da taxa fotossintética da
planta analisada (LU et al., 2002; YONG et al., 2010; MATOS et al., 2012; SANTOS et al.,
2013).

A taxa fotossintética pode ser utilizada para prever possiveis desordens nutricionais
em funcdo de sua modificagdo, ja que os nutrientes influenciam de diferentes formas, direta
ou indiretamente, o processo fotossintético, sendo que existe uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de nutrientes nas folhas e a taxa fotossintética (PAPONOV; ENGELS, 2005;
FLETCHER et al., 2008). Um exemplo de envolvimento direto de nutrientes na fase clara da

fotossintese é a entrada de Mg e K para o lumen dos cloroplastos, induzida pela luz, a fim de
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promover o balanceamento de cargas no lumen. Ja na reagdo escura, o influxo de K para
dentro das células guardas é importante, pois possibilita a abertura dos estématos, permitindo
a entrada de CO; na folha, no qual € utilizado no processo fotossintético. Também na fase
escura da fotossintese, a concentracdo de P inorganico no citosol, controla o transporte de
triosefostato dos cloroplastos para o citosol (MARSCHNER, 2012).

Os nutrientes também influenciam no processo fotossintético por meio da biossintese
de aparatos fotossintéticos, como cofatores de enzimas envolvidas em vias fotossintéticas
(e.g., o Fe para sintese de clorofila). Nesse contexto, a deficiéncia de nutrientes envolvidos na
sintese de proteinas ou pigmentos fotossintéticos resulta na formacdo de cloroplastos com
baixa eficiéncia fotossintética, promovida pela mudanga da estrutura dessa organela (CHEN
et al., 2008). Além disso, o processo fotossintético € influenciado pelos nutrientes que fazem
parte de componentes integrais de aparatos fotossintéticos (e.g., Mg e N na constituicdo do o
anel pirrolico) (MENGEL,; KIRKBY, 2001; MARSCHNER, 2012). Vale ressaltar, a alteracéo
da capacidade fotossintética em funcdo da modificacdo de componentes estruturais por meio
de outros nutrientes como o P (enzimas relacionada a fixacdo do carbono — ribulose 1,5-
bifosfato carboxilase e fosfoenol piruvato carboxilase), o K (abertura e fechamento de
estdmatos) e o S (composicao da ferredoxina e tioredoxina) (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Em plantas de trigos, a taxa fotossintética em baixa intensidade luminosa foi
semelhante aquela verificada tanto em plantas deficientes em N, quanto em plantas ndo
deficientes. Por outro lado, em condicdo de alta intensidade de luz, as plantas deficientes em
N apresentaram menores taxas fotossintéticas em relacdo aquelas bem nutridas. As plantas
deficientes em N ndo conseguem aproveitar a maior energia luminosa disponivel,
proporcionada pelo aumento da intensidade da luz, para utilizacdo em reacgdes fotoquimicas,
dissipando a energia luminosa ndo usada em forma de calor (DE GROOT et al., 2003).
Mudancas similares também ja foram relatadas em plantas deficientes em fosforo (LAUER et
al., 1989) e em potéassio (WENG et al., 2007).

O processo fotossintético também pode ser indiretamente influenciado pela
disponibilidade de nutrientes, via os efeitos da nutricdo no crescimento e nas relagdes fonte-
dreno. As plantas deficientes em P na fase reprodutiva podem acumular carboidratos nas
folhas e raizes. Desta maneira, a baixa eficiéncia fotossintética das folhas — principal tecido
vegetal produtor de fotoassimilados — observadas em plantas deficientes em P, em parte é
explicada pela menor demanda de carboidratos para o dreno mais forte (6rgdos reprodutivos)
(PIETERS; PAUL; LAWLOR, 2001).
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Os nutrientes também podem agir indiretamente na modificacdo do processo
fotossintético por meio de sinais hidraulicos ou hormonais que reduzem a condutancia
estomatica, e consequentemente, modificam a capacidade fotossintética das plantas
submetidas ao estresse nutricional (CRAMER; HAWKINS; VERBOOM, 2009). A baixa
disponibilidade de nutrientes com o N-NOs;, P e S no meio de cultivo podem inibir o
transporte de &gua por aquaporinas, modificando a taxa de transpiracdo (MAUREL et al.,
2008). A deficiéncia de nutrientes, como o N e o K, também pode regular a condutancia
estomatica por meio da alteracdo de hormonios provenientes de folhas, como &cido abscisico
(WILKINSON; BACON; DAVIES, 2007).

Assim, os testes bioquimicos e fisioldgicos constituem em importantes ferramentas no
auxilio e previsdo da diagnose nutricional por ser indicadora do status do nutriente na planta
e, por sua vez, guardar relacdo com a producao de massa seca e a concentracao de nutriente
no tecido vegetal (MARSCHNER, 2012).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local, periodo e espécie vegetal

O presente estudo foi realizado sob condigdes de casa de vegetacdo, no setor de
Nutricdo Mineral de Plantas, do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da Universidade
de Sdo Paulo (CENA/USP), em Piracicaba-SP, no periodo de marco a julho de 2012. As
temperaturas maxima, minima e média, durante o periodo experimental foram de 40,1; 20,4 e
30,2°C, respectivamente. A espécie estudada foi o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), sendo
que as sementes utilizadas foram coletadas em area de cultivo, no Municipio de Lins, Estado
de Sdo Paulo. O estudo compreendeu dois experimentos realizados simultaneamente, um

referente a marcha de absorcéo e outro referente a omissdo de macronutrientes.
3.2 Instalagéo e desenvolvimento dos experimentos

As sementes de pinhdo manso foram dispostas em bandeja rasa contendo vermiculita,
umedecida com solucdo de sulfato de célcio (CaSO4 10™ mol L™?), e quando as plantas
emergidas atingiram cerca de 5 cm de altura foram transferidas para bandeja de plastico com
capacidade de 40 L contendo solucdo nutritiva (JOHNSON et al., 1957) completa e diluida a
1/5 (denominada solucdo de adaptacdo) da concentracdo usual (Tabela 1), de modo a agravar
as caréncias nutricionais, considerando a contribuicdo das reservas da semente. Ap6s uma
semana, as plantas foram transferidas para vasos pléasticos com capacidade de 2,5 L com seus
respectivos tratamentos. As plantas foram fixadas na regido do colo com espuma de plastico e
foram mantidas sob aeracdo constante.

Em ambos os experimentos, o pH inicial (em torno de 5,5 = 0,5) foi monitorado
semanalmente, em cada unidade experimental (BECKMANN-CALVACANTE et al., 2010).
Além disso, em todas as unidades experimentais foram mantidas constantes a relacdo
60: 40% entre N-NOs e N-NH;" (KIM; HAWNKINS; MITCHELL, 2010). Durante o
desenvolvimento do trabalho, as solugdes nutritivas foram diariamente monitoradas e seus
volumes completados com &gua deionizada quando necessario e, renovadas a cada 14 dias.
Vale destacar que todos dos reagentes utilizados para a formulacdo da solucdo nutritiva eram

ultrapuros.
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Tabela 1 - Composicdo da solucdo nutritiva utilizada para o cultivo de pinhdo manso e
volumes (mL L™) pipetados da solucio estoque utilizados em cada tratamento

Solucdo estoque Tratamentos

Completo -N -P -K -Ca -Mg -S
KNO; (1 mol L™ 6,0 - 4,0 - 6,0 6,0 6,0
NH,H,PO, (1 mol L) 2,0 - - 2,0 2,0 2,0 2,0
NH,NO; (1 mol L™ 4,0 - 6,0 4,0 4,0 4,0 4,0
MgS0,.7H,0 (1 mol LY 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 - -
CaCl, (I mol L™ 4,0 4,0 4,0 1,0 - 4,0 4,0
Ca(NO;),.4H,0 (1 mol L™ - - - 3,0 - - -
KCI (1 mol L™ - 4,0 2,0 - - - -
KH,PO, (1 mol L™ - 2,0 - - - - -
Na,S0,.10 H,O (1 mol L™ - - - - - 2,0 -
MgCl,.6H,0 (1 mol L™) - - - - - - 2,0
Micronutrientes* @ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Fe-EDTA @ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Fonte: Johnson et al. (1957) adaptado. em g L™: KCI (3,728) [50 pmol L™]; HsBO3 (1,546) [25 pmol L™;
MnSO, . H,O (0,338) [2 pmol L™]; ZnSO,.7H,0 (0,575) [2 umol L™]; CuS0,.5H,0 (0,125) [0,5 pmol L;
H,Mo0O, (85% Mo0Os) (0,081) [0,5 umol L]. @ Dissolveu-se33,2 g de EDTA-2Na em de 200 mL de H,0
deionizada. Juntou-se agitando, 89 mL de NaOH 1mol L™ (40g L™); Dissolveu-se separadamente, 24,99 de
FeSO,.7 H,0 em de 200 mL de H,O deionizada e juntou-se, agitando a solugio de EDTA [53,7 umol L™].
Completou-se para 900 mL com H,O deionizada; colocou-se em frasco escuro, arejando durante uma noite e
completou-se a 1 L com H,O deionizada; manteve-se o frasco escuro na geladeira.

3.3 Experimento I: marcha de absor¢ao de macronutrientes no pinhdo-manso

Os tratamentos constituiram em nove coletas, com intervalos de 14 dias entre elas,
sendo a primeira aos sete dias ap0s o inicio dos tratamentos (DAT), sendo 0 experimento
conduzido por 119 dias. Em todas as amostragens, foram colhidas trés plantas por repeticéo,
separando-as em folhas, caule e raizes. As plantas desse experimento foram cultivadas apenas
em solugdo nutritiva completa (Tabela 1). O delineamento experimental foi o de blocos

completos ao acaso, com trés repeticdes.

3.3.1 Acumulo de massa seca, analise quimica vegetal e parametros de crescimento

Em seguida a colheita das plantas (119 DAT) o material foi identificado, separado em
folha, caule e raiz. Posteriormente, o0 material vegetal foi acondicionado em sacos de papel e
secado em estufa a 65°C (x 0,5), durante 72 horas. Por fim, foi pesado, triturado em moinho
tipo Wiley (peneira com didmetro de malha de 1 mm) para as determinagdes das
concentracdes de N, P, K, Ca, Mg e S nos tecidos vegetais, de acordo com método descrito

por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). As quantidades acumuladas dos nutrientes nos tecidos
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vegetais foram calculadas pela multiplicagéo da concentragdo com o valor da massa seca de
cada parte da planta. Por meio dos resultados de massa seca foram determinados 0s seguintes
parametros de crescimento: taxa de crescimento absoluto (TCA), taxa de crescimento relativo
(TCR) e razao de massa foliar (RMF) (BENINCASA, 1988). Dessa forma obteve-se:

TCA= 2= (1)
TCR — lan—lan (2)
-t
_ My
RMF = =L (3)

em que: M, — M; = diferenca entre a massa seca total das plantas de cada unidade experimental; t, — t; = nimero
de dias decorridos entre as duas amostragens; M = massa seca total de cada unidade experimental; M = massa

seca das folhas de cada unidade de experimental; In = logaritmo natural (In = logaratmo decimal x 2,302585)

3.4 Experimento Il: omissdo de macronutrientes no desenvolvimento de plantas de

pinh&o-manso

No experimento de omissdo de macronutrientes, os tratamentos utilizados foram:
solugdes nutritiva completa (controle) e deficientes em N, P, K, Ca, Mg e S (Tabela 1). As
plantas foram cultivadas por 130 dias. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
completos ao acaso, com os tratamentos arranjados nas unidades experimentais, constando de
quatro repeticdes, em que as parcelas corresponderam aos tratamentos — deficiéncias de
macronutrientes - e as subparcelas as épocas de avaliacbes (avaliacBes semanais).
Semanalmente, foi efetuada a altura da parte aérea a partir do colo da planta; o didametro de
caule, a dois centimetros do colo, com o uso de paquimetro (LAVRES JUNIOR et al., 2009);
e a determinacdo indireta do teor de clorofila, expresso em unidades SPAD (MINOLTA
CAMERA Co., 1989), no l6bulo mediano da terceira e quarta folhas recém-expandidas
(LAVRES JUNIOR et al., 2005).

3.4.1 Determinacdes das atividades da redutase do nitrato, da fosfatase acida, peroxidase

e teste bioquimico de poliaminas

As avaliagbes foram realizadas aos 20, 30 e 40 DAT e proximo ao final do
experimento (120 DAT). Foram utilizadas a terceira ou quarta folha superior recém-madura —
folhas utilizadas para a diagnose foliar (LAVRES JUNIOR et al., 2005). As avaliagdes

bioguimicas foram efetuadas conforme o esquema abaixo:
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e redutase do nitrato: tratamentos com as omissdes individuais de: N, P, K, S e
tratamento completo;
o fosfatase acida: tratamento com a omisséo de P e tratamento completo;

e peroxidase e poliaminas: tratamento com a omisséo de K e tratamento completo.

A atividade da redutase do nitrato [E.C. 1.6.6.1] foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Mulder, Boxma e Veen (1959). Uma amostra de 200 mg do tecido
foliar foi picada e incubada por 2 horas em uma solucdo de KNO3 em tampdo fosfato pH 7,4.
Apdbs a incubacdo, uma aliquota de 1 mL do meio foi amostrada para analise de NO,".
Adicionou-se 1 mL de &cido sulfanilico e HCI a 20 % para paralisar a reagdo anterior. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de alfa-naftalamina e submetido o extrato liquido em
colorimetro com comprimento de onda a 560 nm para determinacdo da absorbancia. A
determinacéo da atividade de redutase do nitrato se deu em funcdo da concentracao de nitrito
do extrato estabelecida por curva padréo.

A determinacdo da atividade da fosfatase acida [E.C. 3.1.3.2] foi realizada seguindo
método descrito por Raposo et al. (2004). Uma amostra de 100 mg do tecido foliar foi picada
e incubado com 8 mL de para-nitrofenilfosfato (250 umol L™), em tampéo acetato de sodio
0,1 mol L, a pH 4,0 e mantido em banho-maria por 30 minutos a 30°C. Posteriormente,
foram adicionado 2 mL de NaOH (2 mol L™) a 5 mL do sobrenadante e as leituras foram
realizadas em colorimetro com comprimento de onda a 490 nm. A determinacdo da atividade
da fosfatase acida se deu em funcdo da concentracdo de fosfato do extrato estabelecida por
curva padréo.

Para a determinacdo da atividade da peroxidase [E.C.1.11.1.7], 200 mg das amostras
foram homogeneizadas em tampdo fosfato de potassio pH 6,7 e centrifugadas a 12.100 x g,
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi usado para determinacdo da atividade da dessa
enzima pelo método descrito por Allain et al. (1974). As leituras foram realizadas em
colorimetro com comprimento de onda a 505 nm. A atividade da enzima foi expressa em
mmol de H,O, consumido/min.mg de massa fresca.

As poliaminas foram determinadas nas folhas seguindo a técnica proposta por Flores e
Galston (1982). Foram previamente pesadas e homogeneizadas 200 mg de amostra em acido
perclérico 5% resfriado (100 mg mL™), deixadas por 1 hora em banho de gelo e centrifugadas
a 12.100 x g por 20 minutos. O sobrenadante contendo poliaminas livres foi usado para
dansilagdo. O processo de dansilagdo consistiu na adicdo de cloreto de dansila

(5-[diametilamino] naftaleno 1-sulfonil [cloreto]), 400 mL de solugéo acetona (5 mg mL™) e
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200 mL de Na,COj saturado junto & 200 mL do sobrenadante. Apos agitagdo, a mistura foi
deixada a temperatura ambiente, no escuro, por 16 horas. Posteriormente foi
adicionadaprolina (100 mL- 100 mg mL™ de 4gua), sendo que a mistura foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente, no escuro. As poliaminas foram extraidas com 500 mL de
benzeno e a fase organica foi usada para determinacgdo por cromatografia de camada delgada,
em placas recobertas por silica gel 60G. Como fase mdvel utilizou-se cloroférmio-trietilamina
(25:2 vlv). Quantidades conhecidas de padrdes de poliaminas foram dansiladas e
cromatografadas da mesma maneira. A determinacgdo quantitativa das poliaminas foi realizada
em densitometro (Helena) (Figura 1). Os teores de poliaminas livres foram expressos em

nmol/g matéria fresca.

PADRAO

Figura 1 - Perfil de putrescina (put), espermidina (spd) e espermina (spn) extraidas da
terceira folha recém-expandida de plantas de pinhdo-manso desenvolvidas
em solucdo completa e com omissdo K, visualizadas sob a luz UV

3.4.2 Trocas gasosas

As avaliacdes de trocas gasosas (taxa fotossintética [A] e condutancia estomatica [Gs])
foram efetuadas, aos 20, 30 e 40 DAT e proximo ao final do experimento (120 DAT), no
periodo da manh&, entre 9:00 e 11:00 horas. Foram utilizadas a terceira ou quarta folha
superior recém-madura — folhas utilizadas para a diagnose foliar (LAVRES JUNIOR et al.,
2005). Foi utilizado um analisador portatil de gas por infravermelho (Infrared Gas Analyzer —
IRGA, LI 6400, Li-Cor, Inc., Lincoln, NE, USA). O fornecimento de CO, foi de
aproximadamente de 400 umol mol™. A intensidade luminosa foi de 1200 pmol m? s™, com
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temperatura da folha mantida entre 20 a 25°C (REIS et al., 2009). Por meio do produto entre
0s parametros de trocas gasosas e a area foliar foi determinada a taxa fotossintética por planta
[AxArea foliar] e a condutancia estomatica por planta [GsxArea foliar] (ANTEN; WERGER;
MEDINA, 1998).

3.4.3 Area foliar e acimulo de massa seca; analise quimica do material vegetal e calculo

de eficiéncias nutricionais

Na ocasido da colheita das plantas (130 DAT) ocorreu a separacdo das plantas em
folhas recém-expandidas (superiores), folhas maduras (demais folhas), caule e raizes. Em
seguida, os limbos (das folhas recém-expandidas e maduras) tiveram suas areas foliares (Af)
quantificadas, por meio de sistema digital integrador de area LICOR®, modelo LI-3100.

O material vegetal foi identificado, acondicionado em sacos de papel e secado em
estufa a 65°C (+ 0,5) durante 72 horas. Posteriormente, foi pesado, triturado em moinho tipo
Wiley (peneira com diametro de malha de 1 mm) para as determinac6es das concentracdes de
N, P, K, Ca, Mg e S nos tecidos vegetais, de acordo com metodologia descrita por Malavolta,
Vitti e Oliveira (1997).

As quantidades acumuladas dos nutrientes nos tecidos vegetais foram calculadas pela
multiplicacdo da concentracdo com o valor da massa seca de cada parte da planta. A partir
desses resultados, calcularam-se: i) eficiéncia de utilizagdo (EU, g> mg) = (massa seca da
parte aérea, g)®/(acimulo do nutriente na parte aérea, mg) (SIDDIQI; GLASS, 1981) e ii)
eficiéncia de absorcdo (EA, mg g™*) = (actimulo total do nutriente, mg)/(massa seca do sistema
radicular, g) (SWIADER et al., 1994).

3.5 Analise dos resultados

Os resultados foram submetidos as analises estatisticas utilizando-se o programa
estatistico SAS — System for Windows 9.2 (SAS INSTITUTE, 2000). Foi realizada analise de
variancia para as variaveis respostas em funcdo dos dias de avaliagdo (Experimento 1 e
Experimento 2). No caso de interacdo significativa, procedeu-se o estudo de regresséo para
0s componentes de primeiro e segundo grau. Os modelos foram escolhidos com base na
significancia dos coeficientes de regressao, pelo teste F (p < 0,05), ¢ pelo coeficiente de

determinacéo.
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Os dados de producdo de massa seca, de &rea foliar e de taxa fotossintética (assimilacéo
de CO; e condutancia estomatica) obtidos ao final do experimento foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F (p < 0,05) e em fungéo da significancia, procedeu-se ao teste de
comparacdo de médias entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05).

Também foram analisados os coeficientes de correlacdo (r) de Pearson, por meio da
elaboracdo da matriz de correlagdo simples entres as concentragdes foliares de nitrogénio e
atividade da redutase do nitrato, bem como a correlagdo simples entre as concentracfes
foliares de macronutrientes, area foliar, unidades SPAD e massa seca total com os parametros

de trocas gasosas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Marcha de absorcéo de macronutrientes em plantas de pinhdo-manso

4.1.1 Producao de massa seca

A producdo de massa seca total, bem como o acumulo de massa seca de raiz e caule,
apresentou ajuste linear crescente durante todo o periodo de avaliagdo (Figura 2). Desta
forma, as plantas ainda encontravam-se em fase de acumulo de biomassa, visto a auséncia da
representacdo gréfica do platd, ou até de uma sigmoide. Diferentemente do observado para a
producdo de massa seca das folhas, em que o maximo acimulo de massa seca ocorreu em
aproximadamente 86 DAT. Deve-se considerar também que as avaliacbes contemplaram
apenas alguns estagios do periodo vegetativo da planta, e ao final do experimento ndo havia

indicios de inicio do florescimento.

40 ¢ 2 "
=-1,20 + 0,431 x - 0,0012 x* (R“=10,97 )

=0,295 + 0,120 X - 0,0007 x> (R*=0,93")
=0,364 +0,179x (R*=0,93")
=0,607 +0,073x (R*=0,99")

35+

L yTotaI
O yFolha
A yCaule
v yRaiz
20

15

Massa seca (g/planta)

10

7 21 35 49 63 7 91 105 119

Dias ap0s o inicio dos tratamentos

Figura 2 - Acimulo de massa seca de raizes, caule, folhas e total das plantas de pinhdo-
manso, em funcdo do tempo, desenvolvidas em solugdo nutritiva completa. ** -
significativo a 1 % de probabilidade

O fato do maior acimulo de massa seca ocorrer durante o ciclo de cultivo pelas folhas,
e ndo ao final do experimento, é explicado pela maior alocacdo de carboidratos para o

desenvolvimento do caule em fungdo do desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso. O
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desenvolvimento do caule promoveu a redistribuicdo de fotoassilmilados, provavelmente
levando a reducdo na massa seca das folhas (TAIZ; ZEIGER, 2009), pois € uma espécie
decidua. Esse fato pode ser comprovado também pela senescéncia das folhas do terco inferior
durante a conducdo das plantas. Ademais, espécies arboreas, como o pinhdo-manso, tendem a
apresentar maior contribuicdo do caule na massa seca total em relacdo as demais partes
vegetais, com o aumento do ciclo vegetal (ALBUQUERQUE et al., 2009).

4.1.2 Parametros de crescimento

A taxa de crescimento absoluto (TCA), que representa a velocidade de crescimento do
pinhdo-manso, foi influenciada pela época de amostragem das plantas, sendo que a maior
TCA ocorreu aos 35 dias ap6s o inicio dos tratamentos (DAT) (Tabela 2). Assim, na fase
inicial do desenvolvimento as plantas de pinh&o-manso apresentam crescimento pronunciado
até os 35 DAT, com tendéncia a reduzir o crescimento diario das mudas. Resultados
semelhantes foram observados para a razdo da massa foliar (RMF) e para a taxa de

crescimento relativo (TCR) (Tabela 2).

Tabela 2 -Taxa de crescimento absoluto (TCA), taxa de crescimento relativo (TCR) e razéo da
massa foliar (RMF) de plantas pinh&o-manso desenvolvidas em solugdo completa,
em funcéo dos dias ap6s o inicio dos tratamentos

TCA TCR RMF
gg/dia gg/dia gg*

Epoca de avaliagio

7 DAT 0,181 0,034 0,473
21 DAT 0,349 0,113 0,472
35 DAT 0,780 0,073 0,253
49 DAT -0,173 -0,011 0,278
63 DAT 0,401 0,023 0,248
77 DAT 0,389 0,017 0,208
91 DAT 0,138 0,005 0,185
105 DAT 0,335 0,011 0,163
119 DAT 0,071 0,002 0,147

* Paraa TCA e a TCR da primeira época de avaliagdo (7 DAT), foi considerado M; =0e (T,—T,) =7.

A maior RMF ocorreu no inicio do desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso (7 e
21 DAT), sendo observado que com o desenvolvimento das plantas ha decréscimo nos valores
de RMF (Tabela 2). As folhas constituem no principal érgdo fotossintético, assim as demais
partes da plantas dependem da exportacdo de fotoassimilados produzidos nestas. Desta

maneira a RMF expressa a fracdo de massa seca ndo exportada das folhas para as outras
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partes vegetais (BENINCASA, 1988). Esse resultado corrobora com aquele observado para a
producdo de massa seca das folhas (Figura 2), no qual com o desenvolvimento das plantas de
pinhdo-manso ocorreu maior alocacdo de carbono (biomassa) para o caule, explicando a
reducdo da RMF em funcédo da época de amostragem. Nos estagios iniciais da cultura o caule
é pouco desenvolvido, sendo as folhas os érgdos (partes) com maior representatividade em
relacdo ao acumulo de massa seca total da planta. Essa relacdo tende a inverter a medida que
o caule desenvolve-se e torna-se mais lignificado.

A TCR foi influenciada por cada época de amostragem das plantas de pinhdo-manso
(Tabela 2). A variagdo em funcdo do crescimento mostrou elevados valores nas primeiras
semanas, com TCR méxima aos 21 DAT, exibindo maior queda a partir dos 49 DAT com
progressiva reducdo, tendendo a estabilidade posteriormente. Vale destacar que a TCR e a
TCA apresentaram valores negativos aos 49 DAT indicando a alta reducdo nessa época de
amostragem (BENINCASA, 1988).

A reducdo na TCA e TCR com o desenvolvimento da planta é esperada em qualquer
espécie vegetal nas primeiras semanas, pois no inicio do crescimento a predominancia da
biomassa de folhas jovens (alta RMF) garante elevada fixacao de carbono e, por conseguinte,
acentuado acumulo de massa seca. Com o desenvolvimento da planta, a alocacdo de
assimilados para a produgdo de outras estruturas que ndo as folhas e atendimento de suas
perdas respiratorias comprometem a TCA e a TCR. Para as plantas de pinh&o-manso, a
alocacdo de assimilados ocorreu para o desenvolvimento do caule. Entretanto, a reducdo dos
parametros de crescimento avaliados foi apenas refletida na constituicdo do ponto de inflexao
na producdo de folhas (Figura 2).

As mudas de pinhdo-manso promoveram a alocacdo de fotoassimilados para o
desenvolvimento do caule, sendo essa alocacdo de carbono representada em um ponto de
inflexdo na producdo de massa seca das folhas, estimada aos 86 DAT, por meio da derivacao
da equagdo Y = 0,295 + 0,120X — 0,0007X? (Figura 2). Segundo Nascimento et al. (2012), o
ponto de inflexdo corresponde a época de avaliacdo em que o acumulo diario do 6rgao vegetal
passa a decrescer. A modificacdo do tecido vegetal responsavel pelo maior acimulo de massa
seca é comum em funcdo da mudanca de periodo de crescimento, no qual aumentam a relacéo
de dreno dos tecidos mais novos, principalmente os tecidos dos o6rgdos reprodutivos
(ZOBIOLE et al., 2010).
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4.1.3 Acumulo de macronutrientes

O acumulo de N aumentou de forma linear em todas as partes vegetais com o
desenvolvimento das plantas (Figura 3A). O pinhdo-manso apresenta alta taxa de crescimento
inicial, sendo o N essencial para assimilacdo de carbono no inicio do ciclo de
desenvolvimento desta espécie (LAVIOLA; DIAS, 2008), explicando o padrdo de absor¢do
linear de N. O valor correspondente ao maximo acumulo total (folha + caule + raiz) de N foi
de aproximadamente 261 mg/planta.

O maior acumulo relativo de N foi observado inicialmente nas folhas (Figura 3B). Aos
7 DAT o acumulo de N nas folhas foi de 69 % do total absorvido pelas plantas, contudo, esse
acumulo relativo foi reduzido a 15 % ao final do experimento, diferentemente dos resultados
encontrados para o caule, no qual o acimulo relativo de N aumentou de 19 % (7 DAT) para
58 % (119 DAT). Entretanto, o acimulo relativo de N na raiz foi continuo, apresentando em
média 17 % do acumulo total das plantas em todas as épocas de avaliacdo. A variagdo do
acumulo relativo de N nas folhas em fungdo do crescimento indicou elevados valores nas
primeiras semanas, exibindo progressiva reducdo a partir dos 21 DAT. Vale destacar que, a
partir dos 77 DAT, a taxa de acimulo de N no caule aumentou de forma acentuada, ocorrendo
maior redistribuicdo das folhas para o caule (Figura 3B), o que é coerente, em funcdo da alta
mobilidade deste nutriente no floema.
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Figura 3 - Marcha de absorcéo de nitrogénio (N) [A] e respectivo acimulo relativo [B] para
cada parte das plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solugcdo completa, em
funcdo dos dias ap6s o inicio dos tratamentos. ** - significativo a 1 % de
probabilidade
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O acumulo de P aumentou com desenvolvimento das plantas de pinh&o-manso em
todas as partes vegetais (Figura 4A). Entretanto, apenas no caule este evento foi representado
pelo aumento linear em funcdo da época de avaliacdo, indicando possivel incremento da
absorcéo de P por este 6rgdo em épocas de avaliacdo superiores as estudas neste trabalho. A
maior absorcéo de P pelas plantas ocorreu inicialmente nas folhas sendo redistribuidos para o
caule. Assim, com o desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso o acimulo relativo das
folhas diminuiu e o acimulo relativo do caule aumentou (Figura 4B).

Comparando o inicio (7 DAT) e o final do experimento (119 DAT) as folhas
reduziram o acumulo relativo de P de 51 % para 19 %, inversamente o caule aumentou o
acumulo relativo de 29 % para 53 %. Ademais, o acumulo relativo de P na raiz foi continuo
no desenvolvimento inicial do pinhdo-manso, apresentando em média 16 % do acumulo total
das plantas em todas as épocas de avaliacdo, conforme também observado para o N. Porém,

ao final do experimento, o acimulo relativo de P na raiz tendeu a aumentar (Figura 4A).
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Figura 4 - Marcha de absorcédo de fosforo (P) [A] e respectivo acimulo relativo [B] para cada
parte das plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solugdo completa, em funcao
dos dias ap0s o inicio dos tratamentos. ** - significativo a 1 % de probabilidade

O actmulo de K aumentou com desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso em
todas as partes vegetais (Figura 5A). Da mesma forma que o observado para o P, aos 21 DAT,
a taxa de acimulo de K reduziu na folha, devido a redistribuicdo para o caule (Figura 5B), 0
que ¢ explicado pela alta mobilidade deste elemento quanto a redistribui¢do, como destacado
também para o N e para o P. A maior taxa fotossintética no inicio do desenvolvimento das
mudas de pinhdo-manso, verificada por Yong et al. (2010), ajuda a explicar o incremento no
acumulo de N no caule mais tardio (77 DAT) em comparacdo ao aumento do acumulo

relativo de P e K (21 DAT), observado neste estudo. Desta maneira, a maior taxa
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fotossintética inicial das plantas provocou a maior necessidade de N nas folhas (principal
6rgdo fotossintético), promovendo o maior acimulo relativo de N nas folhas até os 77 DAT.
Depois dessa época, as plantas comecaram a redistribuir N a fim de garantir a adequada
formacdo da planta. Vale destacar que ocorreu reducao do acimulo relativo de N a partir dos
21 DAT, contudo apenas aos 77 DAT é que o acumulo relativo de N encontrado no caule foi
superior ao observado nas folhas (Figura 2B).

O acumulo relativo de K nas folhas reduziu de 44 %, aos 7 DAT, para 18 %, aos 119
DAT. Ja para o acumulo relativo de K no caule, ocorreu aumento de 32 %, aos 7 DAT, para
56 %, aos 119 DAT. O actimulo relativo de K na raiz foi continuo no desenvolvimento inicial
do pinhdo-manso, apresentando em média 16 % do acumulo total das plantas em todas as
épocas de avaliacdo. Porém, ao final do experimento, o acimulo relativo de K na raiz tendeu a

aumentar (Figura 5A).
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Figura 5 - Marcha de absorcéo de potéssio (K) [A] e respectivo acimulo relativo [B] para
cada parte das plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solugdo completa, em
funcdo dos dias ap6s o inicio dos tratamentos. ** - significativo a 1 % de
probabilidade

O acumulo de Ca aumentou linearmente em todas as partes vegetais com o
desenvolvimento das plantas (Figura 6A). O maior acumulo relativo ocorreu nas folhas em
todo periodo experimental, seguido do caule e da raiz (Figura 6B). A média do acumulo
relativo de Ca foi de 57 %, 32 % e 11 %, para as folhas, caule e raiz, respectivamente. Deve-
se enfatizar que, o Ca € um elemento com baixissima mobilidade quanto a redistribuicao e o
transporte a longa distancia é governado pela taxa de transpiracéo das folhas (KERTON et al.,
2009).
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Figura 6 - Marcha de absorcdo de calcio (Ca) [A] e respectivo acumulo relativo [B] para
cada parte das plantas de pinhdo-manso, desenvolvidas em solucdo completa, em
funcdo dos dias apds o inicio dos tratamentos. ** - significativo a 1 % de
probabilidade

O acumulo de Mg aumento em todas as partes vegetais com o desenvolvimento das
plantas de pinhdo-manso (Figura 7A). De forma semelhante ao Ca o acimulo relativo de Mg
manteve-se constante em todas as parte vegetais (Figura 7B). A média do acumulo relativo de

Mg foi de 59 %, 29 % e 12 %, para as folhas, caule e raiz, respectivamente.
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Figura 7 - Marcha de absor¢do de magnésio (Mg) [A] e respectivo acimulo relativo [B] para
cada parte das plantas de pinhdo-manso, desenvolvidas em solucdo completa, em
funcdo dos dias apds o inicio dos tratamentos. ** - significativo a 1 % de
probabilidade

A absorcdo de S pelas plantas de pinhdo-manso aumentou em funcdo dos dias de
cultivo (Figura 8A). Da mesma forma que o observado para 0 N, P e K, 0 maior acumulo
relativo ocorreu inicialmente nas folhas, sendo posteriormente redistribuido para o caule
(Figura 8B). Aos 7 DAT o acumulo de S foi de 58 % , sendo reduzido a 19 % ao final do

experimento. Diferentemente do aumento de acimulo relativo observado para o caule, no qual
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apresentou 23 % aos 7 DAT e 56 % aos 119 DAT. J& o acimulo relativo de S na raiz foi
continuo no desenvolvimento inicial do pinhdo-manso, apresentando em média 20 % do
acumulo total das plantas, em todas as épocas de avaliacdo. Porém, ao final do experimento, o
acumulo relativo de S na raiz aumentou (Figura 8A). A partir dos 21 DAT, a taxa de acumulo

de S comecou a diminuir na folha, sendo constatado maior acimulo no caule (Figura 8B).
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Figura 8 - Marcha de absorcdo de enxofre (S) [A] e respectivo acimulo relativo [B] para
cada parte das plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solucdo completa,
em funcgdo dos dias ap6s o inicio dos tratamentos. ** - significativo a 1 % de
probabilidade

Os resultados observados para os acimulos relativos de N P, K e S seguiram o mesmo
padrdo, pois 0 acumulo desses nutrientes em funcéo das épocas de avaliagdo aumentou no
caule, reduziu nas folhas e manteve-se constante nas raizes. Esse resultado é explicado em
parte pela maior contribuicdo da massa seca do caule, ao final do experimento, em relacéo as
outras partes (Figura 2). Desta maneira, de forma similar ao observado para a redistribuicédo
de carbono, as plantas de pinhdo-manso redistribuiram N, P, K e S para o caule, a fim de
garantir o desenvolvimento da planta. Vale destacar que a redistribuicdo destes nutrientes
ocorreu preferencialmente para o caule, sendo a folha o principal 6rgdo-fonte para essa
reparticao.

A baixa mobilidade do Ca no floema explica os resultados observados do maior
acumulo relativo deste elemento no tecido foliar (Figura 6B). A baixa redistribuicdo do Ca
ocorre pelo que fato de que predominam, em muitas espécies de plantas, formas do elemento
insolGveis em agua como o pectato da lamela média da parede celular (MALAVOLTA,
2006). Apesar do S também ser considerado pouco mdvel quanto a redistribuigdo, as plantas
de pinhdo-manso demonstraram realocacdo deste elemento das folhas para o caule (Figura
8B), ou mesmo, pela maior quantidade acumulada no caule, em funcdo da maior proporcao de

biomassa alocada nesta parte. A alta capacidade de redistribuicdo deste elemento das folhas
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para o caule pode explicar, em parte, a aparente eficiéncia de utilizacdo de S por plantas de
pinhdo-manso. Todavia, deve-se ressaltar que ndo existe um padréo de remobilizacdo de S
entre as espécies, bem como pode haver variacdo intraespecifica, ou genotipica, quanto a
redistribuicdo via floema (MARSCHNER, 2012). Por sua vez, os acumulos de Mg foram
maiores nas folhas. Assim o acimulo de Mg pelas diferentes partes vegetais das plantas de
pinhdo-manso ndo seguiu 0 mesmo padrdo observado para N, P, e K, nutrientes também
considerados altamente moéveis no floema. Em condicdes de suprimento adequado de Mg,
este macronutriente apresenta maior concentracdo nos cloroplastos (MALAVOLTA, 2006;
MARSCHNER, 2012), explicando o maior acimulo deste elemento nas folhas e a sua
importancia no processo fotossintético.

Lima et al. (2011b) relataram que os nutrientes N, P, K e S sdo intensamente
redistribuidos das folhas mais velhas para outros tecidos da planta de pinhdo-manso, enquanto
ocorre pouca redistribuicdo de Ca e Mg. No presente trabalho, o N, P, K e S foram
redistribuidos, ou mais alocados, para formacdo do caule. Assim, o caule representou forte
dreno no desenvolvimento inicial do pinhdo-manso.

A ordem decrescente do acumulo de macronutrientes verificada no desenvolvimento
inicial de plantas de pinhdo-manso aos 119 DAT foi: Ca> N > K > Mg > S > P. Assim, as
quantidades totais acumuladas por planta pinhdo-manso foram aproximadamente de 203, 30,
169, 211, 87 e 52 mg de N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente.Fazendo-se uma estimativa,
considerando uma populacdo de 5000 plantas por hectare, a quantidade acumulada dos
nutrientes pelas mudas de pinh&o-manso seria de 1,01; 0,15; 0,85; 1,06; 0,44 e 0,26 kg ha™ de
N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente aos 119 DAT.
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4.2 Omissao de macronutrientes no desenvolvimento de plantas de pinhdo-manso

4.2.1 Diagnose Visual

Os sintomas das deficiéncias nos tratamentos foram observados em épocas distintas. A
primeira manifestagdo ocorreu em plantas mantidas em solugdo com omissdo de Ca aos 40
DAT, seguida de N aos 50 DAT, Mg aos 60 DAT e K aos 80 DAT. Nao foram observadas
manifestacdes visuais de deficiéncias de P e S. Todavia, as plantas cultivadas em solugdo com
a omissdo nesses nutrientes apresentaram menor desenvolvimento em relacdo as plantas
cultivadas em solugdo completa, ou seja, reducfes na altura, didmetro e producdo de massa
seca.

Os sintomas iniciais de deficiéncia de Ca (Apéndice Al) foram observados nas folhas
em expansdo, sendo caracterizados pela ma formacdo dos limbos, apresentando clorose
generalizada e posterior senescéncia. As plantas cultivadas com omissdo de Ca apresentaram
morte do meristema apical aos 80 DAT, bem como um escurecimento generalizado das raizes,
seguido de podriddo (Apéndice A2).

Os sintomas visuais de N (Apéndice B1) ocorreram de forma generalizada na planta,
as quais apresentaram folhas maduras (mais velhas) e caule com coloracdo verde claro. Os
sintomas acentuaram-se com o tempo de cultivo, sendo observado amarelecimento,
senescéncia e queda precoce das folhas maduras. As plantas apresentavam porte baixo, com
poucas folhas e sistema radicular pouco desenvolvido, bem como ndmero reduzido de raizes
secundérias (Apéndice B2).

No tratamento com omissédo de Mg foram verificados sintomas nas folhas maduras,
que apresentaram clareamento da tonalidade verde, formando linhas claras entre as nervuras
secundarias (clorose internerval) das folhas maduras (Apéndice C1). Com a evolucdo dos
sintomas, estas se tornaram amareladas, conferindo ao limbo aspecto de variegagdo, verde
amarelado, surgindo necrose a partir das margens, dirigindo-se para a regido central do limbo
(Apéndice C2). Observaram-se também pontuacdes de coloracdo verde translicidas, que
evoluiram para necrose entre as nervuras secundarias. Sintomas semelhantes da deficiéncia de
N, Ca e Mg foram observados e relatados por Lavres Junior et al. (2009) em mamoneira,

espécie pertencente a mesma familia botanica do pinhdo-manso.
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Os sintomas de deficiéncia de K ocorrem nas folhas maduras, observando-se clorose
marginal, com posterior evolucgdo para necrose, bem como murcha das folhas, notadamente as
mais velhas (Apéndice D1). Observaram-se, também, pontuacdes escuras e pardas (Apéndice
D2), indicando o acumulo de putrescina (MALAVOLTA,; VITTI; OLIVEIRA, 1997) e que

foram confirmadas com a avaliacdo bioquimica aos 120 DAT.

4.2.2 Altura das plantas, diametro do caule, producéo de massa seca e area foliar total

Os tratamentos com omissdo em Ca, N e Mg foram o que mais limitaram o
crescimento da parte aérea das plantas (Figuras 9 e 10), destacando-se o tratamento com
omissdo de Ca. Laviola e Dias (2008) relataram a alta exigéncia de Ca por esta oleaginosa,
sendo importante que o substrato de cultivo apresente teores adequados desse nutriente. Neste
sentido € muito questionavel a assertiva de que a espécie é rustica, pouco exigente em
fertilidade do solo e que o seu cultivo deve ser destinado somente a areas marginais. Todavia,
ndo foi observada diferenca na altura das plantas e no didmetro do caule entre os tratamentos
completos e com as omissdes de P e S, em todas as épocas de avaliacdo (Figuras 9 e 10).

As plantas cultivadas no tratamento completo apresentaram maior producdo de massa
seca de raiz, caule e de folhas em relagdo aos demais tratamentos (Figura 11). Da mesma
forma que o observado para a altura e o diametro das plantas, o Ca foi o nutriente que mais
limitou a producdo de massa seca para todas as partes vegetais. Na condicdo de omissdo de
Ca, a producdo de massa seca reduziu aproximadamente 81 % e 91 % para a parte aérea
(folhas + caule) e para as raizes, respectivamente, em relacdo as plantas do tratamento
controle. Deve-se considerar que o menor desenvolvimento das plantas na condi¢do de
omissdo de Ca pode ser explicado pela reducdo no crescimento e pela morte celular em
funcdo da desorganizacdo de funcGes metabdlicas, como a permeabilidade seletiva da
membrana e a ndo operacdo dos mecanismos de sinalizagdo, pois 0 Ca opera como

mensageiro secundario como reportaram (MENGEL; KIRKBY, 2001).
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Figura 11 - Produgdo de massa de seca em plantas de pinh&o-manso desenvolvidas em
solucdo nutritiva completa e com omissao de N, P, K, Ca, Mg e S, aos 130 dias
apo6s o inicio dos tratamentos

A maior limitagdo na produgdo de massa seca em pinhdo-manso pela caréncia de Ca
também foi relatada por Silva et al. (2009). O célcio esta intimamente ligado a producédo de
massa seca, pois esse nutriente é importante para manter a integridade estrutural e funcional
das membranas e da parede de celular. Ademais, € exigido para a divisdo e expansdo das
células, bem como atua na ativacdo de algumas enzimas envolvidas no metabolismo de
carboidratos, como a ATPase e alfa-amilase (MALAVOLTA, 2006). Cabe destacar também
que, em trabalho realizado por Laviola e Dias (2008) foi constatado que o Ca é o segundo
nutriente de maior extragéo pelas folhas de pinh&do-manso, enfatizando a alta necessidade do
Ca por esta espécie.

Nos tratamentos com as omissfes de N e Mg as producdes de massa seca da parte
aérea reduziram em 70 % em relacdo ao tratamento completo. J& as omissGes de P e K
limitaram a producdo de massa seca em 43 % e 41 %, respectivamente. Os menores efeitos de
deficiéncia na produgdo de massa seca foram observados no tratamento com a omisséo de S,
com reducdo de 9 % e 21 %,para as folhas e caule, respectivamente.

Em relacdo a producdo de massa seca de raizes, as omissdes de Mg, N, K, P e de S
provocaram reducOes de 75 %, 59 %, 49 % e 30 % e 13 %, respectivamente, em relacdo ao
tratamento completo. A reducdo na producao de massa seca da parte aérea ocorreu na seguinte
ordem: Ca>Mg=N>K>P>K. Para as raizes a ordem de limitagdo de acimulo de massa seca
foi: Ca>Mg>N>P>K>S.
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As omissdes de Mg, Ca, N, K, P e de S reduziram a area foliar avaliada ao final do
experimento em 96 %, 94 %, 89 %, 72 %, 49 % e 12 %, respectivamente, em relacdo ao
tratamento completo (Figura 12). A maior reducdo da area foliar total no tratamento com
omissdo de Mg (49 cm%planta) de Ca (78 cm?/planta) e N (152 cm?/planta) ocorreu,
provavelmente, pela senescéncia precoce imposta pela caréncia deste nutriente. A senescéncia
foliar pode ocorrer prematuramente sob condi¢cdes ambientais adversas, inclusive a limitagdo
de nutrientes (LIM; KIM; NAM, 2007).

As menores reducdes da area foliar das omissdes de P (702,03 cm?/planta) e de S
(1105,70 cm?/planta), em relagdo ao tratamento completo (1364,32 cm?/planta), podem ser
explicadas pela a auséncia de sintomas destes elementos, bem como a adaptacdo do pinhéo-
manso a condi¢Bes de omissdo de P e S. Deve-se acrescentar também que, as quantidades
remobilizadas de P e de S das sementes para as plantulas, bem como o periodo de adaptacédo
das plantas nas solu¢des diluidas (antes do inicio dos tratamentos) podem ter favorecido este
fendmeno, o que pode indicar por um lado baixa exigéncia destes dois elementos nas fases

iniciais e, por outro, alta eficiéncia de usode P e S.
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Figura 12 - Area foliar total das plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solugo nutritiva
completa e com omisséo de N, P, K, Ca, Mg e de S, aos 130 dias ap0s o inicio
dos tratamentos
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4.2.3 Acumulo e eficiéncia de macronutrientes

O actmulo de macronutrientes nos tecidos vegetais — partes das plantas - foi
incrementado mediante a adicdo desses nutrientes na solucao nutritiva (Tabela 3), indicando
que os tratamentos utilizados resultaram em mudas de pinh&o-manso com estado nutricional
distinto, favorecendo o desenvolvimento de plantas deficientes e “sadias”, ou bem nutridas.
Além disso, as concentracbes foliares de macronutrientes foram positivamente
correlacionadas com o crescimento das mudas de pinhdo-manso, demonstrando, por um
lado,maior desenvolvimento das plantas bem nutridas e por outro, a limitacdo imposta pela

deficiéncia de macronutrientes as reducGes de massa seca.

Tabela 3 - Acimulo de N, P, K, Ca, Mg e S (g/planta) nos componentes da parte aérea e
raizes das plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solucdo completa e com omissdo
individual de cada elemento

Tratamento Folha Superior  Folha Inferior Caule Raiz
Acumulo de N, g/planta

Completo 90,69Ac 108,92Ac  807,56Aa 267,71Ab

Omissao de N 7,54Bb 14,45Bb 64,72Ba 33,39Bb

CV(%) 5,76 3,72 14,87 19,58
Acumulo de P, g/planta

Completo 4,03Ac 7,31Ac 77,33Aa 27,96Ab

Omisséo de P 1,35Bc 1,43Bc 24,58Ba 9,68Bb

CV(%) 27,03 8,07 11,95 11,82
Actimulo de K, g/planta

Completo 109,13Ac 121,39Ac  662,99Aa 521,99Ab

Omisséo de K 0,42Bb 5,57Bb 17,54Bb 20,98Ba

CV(%) 2,01 3,3 9,89 11,84
Actimulo de Ca, g/planta

Completo 29,38Ac 115,12Aa  106,43Aab 62,30Ab

Omisséo de Ca 0,45Bac 15,91Ba 4,52Bb 0,98Bb

CV(%) 29,61 29,7 12,74 14,99

Acumulo de Mg, g/planta

Completo 20,79Ab 39,31Aa 44,93Aa 21,12Ab

Omissao de Mg 0,32Bc 3,76Ba 2,49Bab 1,82Bb

CV(%) 39,01 25,78 4,69 16,28
Acumulo de S, g/planta

Completo 6,53Ab 8,87Ab 34,72Aa 26,53Aa

Omissdo de S 4,92Aa 6,34Aa 10,68Ba 13,12Aa

CV(%) 43,76 37,68 14,88 29,52

Médias seguidas por letras distintas, minGsculas na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade

Médias seguidas por letras distintas, maidsculas na coluna, diferem entre si pelo teste da diferenca minima
significativa a 5 % de probabilidade
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Os maiores acimulo de N e P ocorreram no caule em ambas as condi¢bGes de
disponibilidade de nutrientes (solucdo completa e omissdo do nutriente analisado). As
quantidades de N absorvidas pelo caule corresponderam a 63 % (807,56 pg/planta) e 53 %
(64,72 pg/planta) do total absorvido pela planta para o tratamento completo e com omissao de
N, respectivamente. Por sua vez o acimulo de P no caule correspondeu a 66 % do total
absorvido pelas plantas de pinhdo-manso cultivadas tanto na solugdo completa, quanto
naquela com omissdo de P. J& para o K, os maiores acumulos deste elemento ocorreram o
caule das plantas cultivadas em solucdo completa e nas raizes das plantas cultivadas em
solugdo com omisséo de K.

Os maiores acimulos de Ca ocorreram nas folhas inferiores das plantas de pinh&o-
manso. Contudo, em condicdo de omissdo de Ca as folhas inferiores absorveram 71 % (15,91
pg/planta) do total absorvido reduzindo a absor¢do relativa para 37 % (115,12 pg/planta)
quando cultivadas em solucdo nutritiva completa. Para 0 Mg, as partes que apresentaram as
maiores absor¢des deste macronutrientes foram as folhas inferiores e o caule. O acimulo do
caule+folhas inferiores representaram 67 % do total absorvido pelas plantas cultivadas em
solucdo nutritiva completa e 74 % do total absorvido pelas plantas cultivadas na condi¢do
omissdo de Mg. As plantas de pinhdo-manso cultivadas em solugdo nutritiva completa
apresentaram o maior acumulo de S no caule e na raiz. Ademais, ndo ocorreram diferencas
entre as partes vegetais quanto aos acimulos de S nas plantas cultivadas com omissao de S.

No desenvolvimento inicial das plantas de pinhdo-manso a eficiéncia de absor¢édo
(EA) foi influenciada pela disponibilidade de macronutrientes na solucdo de cultivo, exceto
para 0 Ca. Desta forma, a plantas cultivadas em solugdo nutritiva completa apresentaram
maior EA do que as plantas cultivadas com omisséo individual de macronutrientes (Tabela 4).
O fornecimento de cada macronutriente influéncia na sua prépria absorcdo pelo pinhéo-
manso, 0 que pode resultar em mudancas significativas na massa seca, no comprimento e na
superficie das raizes desta espécie. Ademais, esse resultado pode ser atribuido a diversas
caracteristicas morfoldgicas das plantas, principalmente, a capacidade de desenvolver raizes
secundarias quando bem nutridas (BALIGAR; FAGERIA; HE, 2001; LYNCH; HO, 2005;
LIU et al., 2009), além de alteracdes na regido da rizosfera estimuladas pela adequada
quantidade de nutrientes na solucdo de cultivo (FAGERIA et al., 2010). Diferentemente, ndo
foi observada interferéncia na EA de Capela disponibilidade de Ca em solugéo nutritiva.
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Tabela 4—Eficiéncia de absorcdo (EA) e utilizacdo (EU) de N, P, K, Ca, Mg e Sem plantas de
pinhdo-manso desenvolvidas em solugdo completa e com omissdo individual de cada
elemento

Tratamento EA T EU
mg g g mg
Completo 92,92A 1,35A
Omissdo de N 21,64B 1,37A
CV(%) 8,03 15,07
Completo 8,50A 15,82A
Omissdo de P 3,96B 16,25A
CV(%) 2,50 14,52
Completo 58,55A 1,52B
Omissdo de K 29,43B 15,60A
CV(%) 5,41 31,58
Completo 22,89A 5,43A
Omissdo de Ca 19,35A 2,43B
CV(%) 37,83 28,99
Completo 8,90A 13,39B
Omissao de Mg 2,51B 18,72A
CV(%) 11,71 26,27
Completo 5,52A 40,95A
Omissdo de S 2,38B 27,21A
CV(%) 9,72 28,35

Médias seguidas por letras distintas, maiUsculas na coluna, diferem entre si pelo teste da diferenca minima
significativa, a 5 % de probabilidade

A capacidade de absorcao de Ca similar encontrada nas plantas cultivadas em solucéo
nutritiva completa e com omissdo de Ca é explicada pela maior reducdo no desenvolvimento
da parte aérea entre os tratamentos do presente trabalho (Figuras 9, 10, 11 e 12). O menor
desenvolvimento das plantas cultivadas com omissdo de Ca exigiu menor necessidade de
absorcéo deste macronutriente para producao de biomassa, refletindo nos indices de absorcao
observados (Tabela 4). Ademais, as plantas deficientes apresentaram menor producdo de
massa seca e apodrecimento das raizes (Apéndice A), interferindo na dindmica de absorcao de
Ca.

As plantas de pinhdo-manso apresentaram a mesma capacidade de utilizacdo de N, P,
e S quando cultivadas em solucdo nutritiva completa e com omisséo individual (Tabela 4).
Contudo, as omissdes individuais destes elementos provocaram redugdo no desenvolvimento
inicial das plantas de pinhdo-manso (Figuras 9, 10, 11 e 12). Vale destacar também que a
omissdo de N provocou reducdo de 70 % na producdo de massa seca quando comparada as
plantas cultivadas em solugdo nutritiva completa. Portanto, os resultados observados para a

eficiéncia de utilizacdo (EU) de N s&o explicados pelo menor desenvolvimento das plantas
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deficientes em N, que por sua vez, exigiram uma menor utilizagdo de N por g de massa seca
produzida. Assim, a relacdo entre o acimulo de N e a producdo de massa seca da parte aérea
foi similar nas plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa e com omissdao de N.
Contudo, as plantas cultivadas com omissdo de P e S apresentaram as menores reducdes no
desenvolvimento inicial e a mesma capacidade de utilizag&o destes elementos, semelhante ao
observado para a EU de N.

Os resultados observados para a EU de P e S pelas plantas de pinhdo-manso é
explicado pela associacdo positiva entre a eficiéncia de utilizacdo e a producdo da massa seca
da parte aérea (ZAMBROSI et al., 2012). A omissao individual destes elementos provocou as
menores reducdes no desenvolvimento inicial do pinhdo-manso (Figuras 9, 10, 11 e 12),
destacando a mesma capacidade de utilizacdo destes elementos em condicGes de omisséo.
Vale ressaltar que apenas as plantas cultivadas em solucéo nutritiva com omisséo de P e S ndo
apresentaram sintomas de caréncia destes macronutrientes. Desta forma, as plantas de pinhéo-
manso produzem a mesma quantidade de massa seca por unidade de P e S absorvido,
independente da disponibilidade destes elementos na solucao de cultivo.

Para os valores de EU de K e Mg observa-se que as plantas de pinhdo-manso
cultivadas com omissdo individual destes macronutrientes apresentaram maior EU do que
quando cultivas em solugdo nutritiva completa (Tabela 4). A maior EU de K e Mg pelas
plantas de pinhdo-manso em condi¢cdes de omissdo individual destes elementos indica a
eficiéncia por esta espécie em utilizar K e Mg, ou seja, as plantas de pinhdo-manso produzem
proporcionalmente mais massa seca por unidade de K e Mg absorvido quando estdo
deficientes. Entretanto, essa capacidade de utilizacdo de K e Mg ndo foi suficiente para
garantir o adequado desenvolvimento inicial das plantas de pinhdo-manso.

As plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa apresentaram maior EU de Ca em
relacdo as plantas cultivadas com omissdao de macronutriente. A menor capacidade de
utilizacdo de Ca pelas plantas de pinh&do-manso em condig¢des de caréncia deste elemento no
cultivo foi refletida na altura (Figura 9), no didametro (Figura 10), na producdo de massa seca
(Figura 11) e na area foliar (Figura 12) das mudas de Jatropha, bem como no aparecimento

dos primeiros sintomas de caréncia nas plantas.
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4.2.4 Atividade da redutase do nitrato

As plantas de pinhdo-manso cultivadas em solucdo nutritiva com omissdo de N
apresentaram menor atividade da redutase do nitrato nas primeiras datas de avaliacdo (20, 30
e 40 DAT) em relacdo aos outros tratamentos (Figura 13). A atividade dessa enzima tem sido
frequentemente acompanhada, em diferentes espécies vegetais, como indicadora de mudangas
associadas aos fatores moduladores na dinamica da nutricdo vegetal de N (JOHNSON;
WHITTINGTON; BLACKWOOD, 1976; FIASCONARO; SANCHEZ-DIAS; ANTOLIN,
2013; KAWAKAMI; OOSTERHUIS; SNIDER, 2013). A redutase do nitrato esta diretamente
relacionada a absor¢cdo de N-NOj™ pela planta, pois a mesma € a primeira enzima na via de
reducdo do nitrato a nitrito, que por sua vez é convertido em amonia pela redutase do nitrito
(MENGEL,; KIRKBY, 2001), explicando as menores atividades dessa enzima das plantas
cultivadas em omissédo de N.

No tratamento com a omissao de P, a redutase do nitrato apresentou aumento inicial de
atividade com posterior reducdo, de modo que aos 40 DAT, a atividade desta enzima foi
aproximadamente 90 % maior que aquela observada no tratamento completo (Figura 13). A
omissdo de P estimulou 0 aumenta da atividade da fosfatase acida, que por sua vez aumenta a
atividade da redutase do nitrato por meio da desfosforilagdo de vérios residuos serina da
enzima (MARSCHNER, 2012). Outra possivel explicacdo para tal fendbmeno deve-se ao fato
da menor concentracdo do ion H,PO,4 na solucdo nutritiva ter favorecido a maior absorcao de
NOs pelas plantas, caracterizando o efeito interibnico de inibicdo ndo-competitiva
(MALAVOLTA, 2006).
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Figura 13 - Determinacéo da atividade da redutase do nitrato em folhas recém-expandidas em
plantas de pinh&do-manso desenvolvidas em solu¢do completa e com a omisséo de
N, P, KeS, aos 20, 30, 40 e 120 dias apds o inicio dos tratamentos

As plantas cultivadas em solugdo com omissdo de K ndo apresentaram diferenca da
atividade da redutase do nitrato daquelas cultivadas em solucdo nutritiva completa (Figura
13). O potassio participa da ativacdo e da sintese da enzima redutase do nitrato
(MARSCHNER, 2012). Todavia, o padrdo de resposta da enzima a estes tratamentos é muito
diferentemente dos resultados observados por Lavres Junior, Santos Junior e Monteiro (2010),
0s quais relataram aumento na atividade da enzima com o suprimento de K, em Panicum
maximum cv. Mombaca. Os mesmos autores relataram que para quaisquer doses de N
fornecidas na solucdo nutritiva combinadas com o nivel mais baixo de K, ndo houve
praticamente nenhuma variacdo da atividade da redutase do nitrato, indicando a importancia
do K na ativacdo enziméatica do processo. Todavia, deve-se considerar que sdo espécies
diferentes e com distintas exigéncias nutricionais. Deve-se acrescentar também que o K é o
elemento mais extraido (acumulado) por gramineas tropicais, da familia Poaceae.

A maior atividade da redutase do nitrato observada no tratamento com omisséo de K
pode ser explicada pela utilizacdo eficiente do nutriente contido nas reservas das plantas,
oriundo da solucdo de adaptacdo e da propria semente. Além disso, a pronta incorporagéo do
N-NH," aos esqueletos carbbnicos da planta, em funcdo da auséncia efeito interibnico na
absorcdo de N-NH," versus K" (inibicdo ndo-competitiva), possibilitou a menor utilizacdo de
K para ativacdo da redutase do nitrato e da redutase do nitrito (MALAVOLTA, 2006),
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indicando alta eficiéncia de uso de K por estas plantas, como também relatado parao P e S
(Tabela 4). Assim, a baixa quantidade K contida na planta (Tabela 3) foi suficiente para o uso
eficiente da enzima no inicio do desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso.

As plantas cultivadas em solucdo nutritiva com omissao de S apresentaram atividade
da redutase do nitrato semelhante as plantas cultivadas em solucéo nutritiva completa (Figura
13). Este resultado é também explicado em parte pelo efeito interiénico de inibicdo
competitiva entre SO42 x MoO4?, no qual o S-SO,“compete pela absor¢do do Mo-MoO,?,
interferindo assim na atividade da redutase do nitrato (MARSCHNER, 2012). Desta maneira,
a auséncia de S-S0, na solucdo de cultivo pode ter proporcionado aumento da atividade da
enzima nas folhas de pinh&o-manso.

Essa enzima € a principal limitante de assimilacdo de N pela planta e essa atividade é
dependente da forma de N e do continuo transporte pelo xilema (JOHNSON;
WHITTINGTON; BLACKWOOD, 1976; KAWACHI et al.,, 2002). Portanto, deve-se
considerar a possibilidade de que as menores concentragdes de SO42%e H,PO4 na solucdo
nutritiva favoreceu a maior absorcdo de NOs', 0 que pode ser confirmado pela correlacdo de N
total nestes tecidos com a atividade da redutase do nitrato (Tabela 5), indicando alta
concentragdo de N nessas plantas. A interferéncia das formas absorvidas de N na atividade da
enzima redutase do nitrato foi demonstrada por Yang et al. (2012), que verificaram o
incremento da atividade da enzima em folhas de arroz com o aumento da absorcao de nitrato
pela planta. Desta maneira, a omissao desses elementos provocou maior absorcao de nitrato,
promovendo atividade da redutase do nitrato nas plantas cultivadas em solu¢do com omissao
individual de P, K e de S similar a atividade observada nas plantas cultivadas em solugédo
nutritiva completa.

Portando, a atividade da redutase do nitrato ndo demonstrou ser um teste bioquimico
efetivo para previsao de deficiéncia de P, K e S em plantas de pinhdo-manso, pois ndo foi
correlacionada positivamente com a omissdo desses elementos na solucdo de cultivo.
Contudo, o teste bioquimico da redutase do nitrato foi eficiente para avaliar a quantidade de N
em funcdo das épocas de avaliacdo, pois a atividade dessa enzima demonstrou correlacédo

positiva com a concentracdo de N nas plantas cultivadas com omissdo de N (Tabela 5).
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Tabela 5 - Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e respectivas significancias estatisticas
pelo teste t, obtidas entre as concentracOes foliares de N nas omissdes individuais de N, P, K e
S (X) e a atividade da redutase do nitrato (Y) em folhas recém-expandidas de pinhdo-manso
desenvolvido em solucdo completa e com omisséo de N, P, Ke S

Tratamento  Atividade da redutase no nitrato

Completo 0,99**
Omissdo de N 0,99**
Omissdo de P 0,91**
Omissdo de K 0,92**
Omissdo de S 0,96**

** _ significativo a 1 % de probabilidade

Na ultima avaliacdo (120 DAT) as plantas de todos os tratamentos apresentaram baixa
atividade da redutase do nitrato - inclusive aquelas do tratamento completo - indicando a
baixa eficacia da utilizacdo dessa enzima nessa época de avaliagdo, para a previsao de
diagnose nutricional de N. A menor atividade da redutase do nitrato com o aumento do ciclo
vegetal ocorre em funcdo da maior senescéncia foliar do pinhdo-manso com o
desenvolvimento vegetal. Conforme Matos et al. (2012), no periodo de senescéncia foliar do
pinh&o-manso, grande parte do nitrato foi reduzido e alocado para a producdo de pigmentos
fotossintéticos, especialmente a clorofila a e b. Desta maneira a alta quantidade de nitrato ja
utilizada pelo metabolismo vegetal, corrobora para a maior alocacao de nitrato apenas para 0s
pontos de crescimento (folhas em expansdo — forte dreno), explicando a baixa atividade da
enzima na terceira e quarta folha recém-expandida em mudas de pinhdo-manso aos 120 DAT.
Possivelmente, com o desenvolvimento do pinhdo-manso e o desenvolvimento de estruturas
reprodutivas, as folhas proximas as inflorescéncias seriam as mais adequadas para previsdo de
caréncia de N pelo teste bioquimico da redutase do nitrato, bem como a previsdo de desordens
nutricionais de outros nutrientes, conforme sugerido por Laviola e Dias (2008).

Desta maneira, apenas as primeiras épocas de avaliacdo (20, 30, 40 DAT) foram
efetivas para o diagndstico prévio da deficiéncia de N em plantas de pinhdo-manso pelo teste
bioguimico da redutase do nitrato na terceira ou na quarta folha recém-expandida das mudas.
Vale ressaltar que os sintomas de deficiéncia de N apareceram aos 50 DAT, confirmando a
atividade da redutase no nitrato como método bioquimico indicador do estado nutricional de

N no desenvolvimento inicial de plantas de pinhdo-manso.
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4.2.5 Atividade da fosfatase acida

Em todas as épocas de avaliacdo, exceto ao final do experimento, as plantas cultivadas
em solugdo com omissdo de P apresentaram aumento na atividade da enzima em relagédo ao
tratamento completo (Figura 14). Podem-se considerar as avalia¢Ges iniciais, aos 20 e 30
DAT, como as épocas mais adequadas para este tipo de monitoramento bioquimico, pois foi

observada nessa época a maior diferenca de atividade da fosfatase acida entre os tratamentos.
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Figura 14 - Determinacdo da atividade da fosfatase acida em folhas recém-expandidas em
plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solu¢do completa e com a omisséo de
P, aos 20, 30, 40 e 120 dias ap0s o inicio dos tratamentos

A alta atividade da enzima fosfatase acida como resposta adaptativa a baixa
disponibilidade de fosforo tem sido observada em diversas culturas (NUNES et al., 2008;
GAUME et al., 2010; ZEBROWSKA; BUINOWSKA,; CIERESZKO, 2011). Em condicOes
de baixa disponibilidade de fosforo, as plantas utilizam a fosfatase acida para promover a
desfosforilacdo de compostos organicos disponibilizando fésforo inorganico para manutencao
do metabolismo celular em regides meristematicas (TOMSCHA et al., 2004; TRAN;
HURLEY;PLAXTON,2010). Tem sido relatada que a deficiéncia de P em plantas de pinhao-
manso pouco interfere no desenvolvimento desta espécie (SILVA et al., 2009), indicando a
capacidade eficiente no uso de P em condicGes de estresse deste elemento. Esse resultado é
explicado parcialmente pela a alta eficacia no uso da fosfatase acida por plantas de pinh&o-

manso no desenvolvimento inicial, verificada no presente trabalho.
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A elevada atividade da fosfatase acida nos tecidos vegetais pode ser utilizada como
indicadora da deficiéncia de P (DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994), observando-se relacdo
negativa entre a atividade da enzima e a concentracdo do nutriente (NANAMORI et al.,
2004). Contudo, observando as épocas de avaliacdo, verifica-se que ao final do experimento,
as plantas de pinhdo-manso cultivadas em solugédo nutritiva completa apresentaram atividade
da fosfatase &cida semelhantes a atividade das plantas cultivadas em solugdo com omissao de
P, provavelmente pela maior redistribuicdo do P dos tecidos velhos para as folhas mais novas
neste tratamento. Resultado semelhante foi observado para a redutase do nitrato (Figura 13).
Assim, como para o nitrato, com 0 aumento da senescéncia foliar verificado durante o
desenvolvimento das plantas, o fosfato orgénico provavelmente também foi alocado para o
desenvolvimento de tecidos jovens das plantas de pinhdo-manso promovendo a menor
atividade dessa enzima. Desta forma, com o desenvolvimento das mudas de pinhdo-manso foi
verificada a reducgdo na atividade da fosfatase &cida, indicando mais uma vez a precisdo do
teste bioquimico no inicio do desenvolvimento das plantas, antecipando assim, as

manifestacdes visuais de deficiéncia, bem como antecipando-se a diagnose foliar.

4.2.6 Concentracao de poliaminas e atividade da peroxidase

A concentracdo de poliaminas e da atividade da peroxidase sofreram variagdo em
funcéo da disponibilidade de K na solucédo de cultivo e do periodo de avaliacdo (Figuras 15 e
16). As variagdes entre as concentraces de putrescina observadas entre as plantas cultivadas
em solucdo nutritiva completa e aquelas cultivadas com omissdo de K foram semelhantes ao
observado em varias espécies (ZAIDAN et al., 1999; FARIDUDDIN et al., 2013), ocorrendo
aumento das concentracdo de putrescina na omissao de K em todas as épocas de avaliacdo
(Figura 15A). O aparecimento de manchas necrdticas nas folhas das plantas deficientes em K

foi resultado do acimulo de putrescina em nivel toxico (Apéndice A).
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Figura 15 - Determinacdo da concentracdo de putrescina [A], espermidina [B] espermina
[C] e relacdo putrescina/espermidina + espermina [D] em folhas recém-
expandidas em plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solugdo completa e
com a omissao de K, aos 20, 30, 40 e 120 dias ap06s o inicio dos tratamentos

O K é regulador (inibidor) da atividade de enzimas que convertem arginina, ornitina e
citrulina em putrescina. Além disso, este macronutriente é responsavel pela ativacdo da
enzima que converte a putrescina em espermidina e espermina (MALAVOLTA; VITTI;
OLIVEIRA, 1997), explicando os resultados observados no presente trabalho. Ademais a
caréncia de K altera o balanco interno entre cations e anions inorganicos, esperando-se com
iIsso um aumento da acidez do suco celular, o que ndo ocorre (BASU; GOSH, 1991; ROSSI;
LIMA; HAKVOOT, 1997). O acumulo de putrescina operaria como um mecanismo de
manutencdo de pH para um valor fisiologicamente adequado (COLEMAN; RICHARDS,
1956).

As concentragdes de espermidina e espermina foram menores nas plantas cultivadas

com omissdo de K, em todas as épocas de avaliacdo, diferentemente do observado para a
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putrescina (Figura 15B e 15C). As concentragfes de espermidina e espermina foram
aproximadamente de 4 e 6 mmol g™, respectivamente, em todas as épocas de avaliagdo.
Contudo a concentracdo de espermidina aumentou em fungédo do desenvolvimento das mudas
de pinhdo-manso, variando as concentracdes foliares de 5 para 61 mmol g™. Diferentemente
do observado para espermina em que as concentracdes foliares diminuiram a partir dos 40
DAT, com reducéo na concentracéo foliar de 54 mmol g™* aos 20 DAT para 19 mmol g™ aos
120 DAT, aproximadamente. Pode-se inferir que a espermidina possuiu maior correlagdo com
0 desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso ao final do ciclo de cultivo do presente
trabalho (120 DAT), sendo o inverso para a espermina.

A relagdo putrescina/espermidina + espermina é geralmente correlacionada com o
alongamento celular, sendo que a transformacédo de putrescina para espermidina/espermina é
importante no controle de divisdo celular (LIMA; BRASIL; OLIVEIRA, 1999). Dessa forma,
a alta relacdo pode indicar menor crescimento da planta. No presente estudo foi observado
que essa relacdo aumentou com a omissao de K (Figura 15D), a qual promoveu redugdo no
crescimento das plantas de pinhdo-manso (Figuras 9, 10, 11 e 12).

A concentracdo de poliaminas foi influenciada da época de avaliacdo. Por meio da
comparacgéo entre as plantas cultivadas em solugdo nutritiva completa e com omisséo de K,
em cada época de avaliacdo, foi verificada diferenca da concentracdo em todas poliaminas —
putrescina, espermidina e espermina - apenas aos 40 DAT (Figura 15). Vale destacar que 0s
sintomas visuais de deficiéncia de K surgiram aos 80 DAT, e assim pode-se afirmar que o
periodo correspondente aos 40 DAT melhor indica a época para a previsdo de desordem
nutricional de K utilizando-se o teste bioquimico das poliaminas. Entretanto, para as
concentragcdes de putrescina e de espermina, considerando todas as épocas de avaliacdo,
constataram-se diferencas para os valores referentes as plantas cultivadas em solucédo
completa e com omissdo de K (Figura 15A e 15C).

Nas folhas das plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa observou-se aumento
no acumulo de putrescina, ao final do periodo experimental (120 DAT). Esse aumento de
putrescina ocorre naturalmente, pois esta amina é percussora do etileno que, por sua vez,
constitui em hormonio responsavel pelo processo de senescéncia foliar (SHALABY, 1996;
SILLA SANTOS, 1996), observado aos 120 DAT nas plantas de pinhdo-manso.

Em relacdo a atividade da peroxidase, foi observada a maior atividade nas plantas
cultivadas com omissdo de K em todas as épocas de avaliacdo (Figura 16), com resultado

semelhante ao observado para putrescina (Figura 15A). Analisando os resultados das
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concentragOes de putrescina e da atividade da peroxidase nas plantas cultivadas com omisséo
de K, observa-se 0 aumento da atividade da enzima em fungéo do aumento da concentragédo
dessa poliamina.

A putrescina em altas concentracfes promove efeito toxico no tecido vegetal, desta
maneira 0 metabolismo vegetal tende a transformar o excesso de putrescina em espécies
reativas de oxigénio (em inglés, ROS). A superproducdo de ROS, indicada pela alta atividade
da peroxidase nas plantas deficientes em K, pode ser citotoxicas podendo danificar
componentes celulares importantes (KOVACIK; BACKOR, 2007; POSMYK; KONTEK;
JANAS, 2009; MERLIN et al., 2012). A geracdo de ROS € considerada evento primario de
uma série de estresses, e que no presente trabalho, a caréncia de potassio ocasionou na
geracdo de espécies reativas de oxigénio, sendo refletida na alta atividade da peroxidase nas
plantas deste tratamento (Figura 16). A peroxidase agiu como barreira contra o efeito
deletério da quebra de substancias téxicas geradas pela caréncia de K, principalmente o
aumento de putrescina.

O maior contraste da atividade dessa enzima entre as plantas cultivadas com e sem K
ocorreu aos 30 DAT, indicando esse periodo como a melhor época para previsao de caréncia
de K. Desta maneira, o K interferiu significativamente no metabolismo das poliaminas, bem

como na atividade da peroxidase no pinhdo-manso.
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Figura 16 - Determinacdo da atividade da peroxidase em folhas recém expandidas em plantas
de pinh&o-manso desenvolvidas em solugcdo completa e com omisséo de K, aos
20, 30, 40 e 120 dias apos o inicio dos tratamentos

4.2.7 Teor de clorofila em unidades SPAD

O teor de clorofila (expresso em unidades SPAD) nas folhas do pinhdo-manso foi
influenciada pela época de avaliacdo nas plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa e
com omissdo N, K, Mg (Figura 17), sendo que essas plantas apresentaram reducéo dos teores
de clorofila (unidades SPAD) em fungdo do tempo decorrido, notadamente para as plantas
cultivadas com omissdo de N e Mg. Uma possivel explicacdo para a redugdo nos valores
SPAD em funcdo dos dias de avaliacdo seria o envelhecimento da folha no tratamento
completo (HELLGREN; INGESTAD, 1996). Santos et al. (2013) também observaram
reducdo do teores de clorofila (unidades SPAD) em plantas de pinh&do-manso cultivadas em
solugéo nutritiva completa e com omissao de Cu, Fe, Mn e Zn, em funcdo do envelhecimento
da folha.

® y_ =44510+019x-0,0008 x> (R?=0,60**)
Oy =41,370-0,09x (R? = 0,50%*)
v Y, =45759+0,15x-0,0008x" (R*=0,60*)
60 - A Y, =49,387-0.28x+0,0008 x> (R®=0,86%*)

55

45

40 +

Valor SPAD

35

30

20 1 1 1 1 1 1 J
0 20 40 60 80 100 120 140

Dias ap0s inicio dos tratamentos

Figura 17 - Determinagéo indireta do teor de clorofila, em unidades SPAD em folhas recém
expandidas em plantas de pinhdo-manso desenvolvidas em solugdo completa (e)
e com omissdo de N (o), K (v) e Mg (A),em funcdo dos dias apds o inicio dos
tratamentos. ** - significativo a 1 % de probabilidade
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As plantas dos tratamentos apresentaram concentragOes distintas de clorofila ao final
do periodo experimental (Figura 18). Vale destacar que as plantas do tratamento com a
omissdo de N e de Mg apresentaram maior reducéo, cerca de 42 %, nos teores de clorofila em
relacdo as plantas cultivadas no tratamento completo.

A deficiéncia de N é caracterizada pela clorose generalizada das folhas mais velhas
(tecidos vegetais mais velhos), seguida de necrose (MARSCHNER, 2012). Swiader e Moore
(2002) relataram a alta eficiéncia na utilizacdo do clorofilometro SPAD-502 como ferramenta
de estimativa de N na planta. Por sua vez, a deficiéncia de Mg ocasiona o aparecimento de
manchas cloréticas entre as nervuras dos tecidos mais velhos que evoluem rapidamente para
necrose (MENGEL; KIRKBY, 2001). O nitrogénio e 0 magnésio sdo componentes estruturais
da clorofila fazendo parte do anel tetrapirrélico, assim a clorose tipica da deficiéncia destes

nutrientes foi verificada pelos menores teores de clorofila (unidades SPAD).
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Figura 18 - Determinagdo indireta do teor de clorofila, em unidades SPAD, no terceiro e
quarto limbo de folhas recém-expandidas, em plantas de pinhdo-manso
desenvolvidas em solugdo completa e com a omissao de N, P, K, Ca, Mg e de S,
aos 130 dias apo6s o inicio dos tratamentos

4.2.8 Trocas gasosas
A taxa fotossintética e a condutancia estomatica das plantas de pinhdo-manso

correlacionaram-se de forma distinta com a concentracdo foliar de macronutrientes, a area

foliar, unidades SPAD e a producdo de massa seca total (Tabela 6). Por meio dos altos
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coeficientes de correlagdo observados, pode-se inferir que os pardmetros de trocas gasosas
foram eficientes na avaliacdo do desenvolvimento inicial de plantas de pinh&o-manso. Os
parametros de trocas gasosas das plantas cultivadas sob condi¢cbes de omissdo de
macronutriente em solucdo nutritiva variaram em funcdo das deficiéncias de macronutrientes
(Figuras 19 e 20). As plantas cultivadas em solugdo com omissdo de N, Ca e Mg
apresentaram reducdo na assimilagdo de CO, e na conduténcia estomatica em todas as épocas
de avaliacdo (Figuras 19 e 20). Vale destacar que a omissdo de Ca provocou a morte do
meristema apical aos 80 DAT (Apéndice A), ndo podendo ser realizada a analise de trocas
gasosas aos 120 DAT. Assim, foi considerada apenas as analises de taxa fotossintética e
conduténcia estomatica aos 20, 30 e 40 DAT para as plantas cultivadas em solu¢do com

omissao de Ca.

Tabela 6 - Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e respectivas significancias estatisticas
pelo teste t, obtidas entre os pardmetros de trocas gasosas (taxa fotossintética [A] e
condutancia estomatica [Gs]) (X) e as concentracBes foliares de macronutrientes (N, P, K,
Ca, Mg e S), a area foliar, unidades SPAD e a massa seca total (YY) em plantas de pinhédo-
manso desenvolvido em solucdo completa e com omissdo de N, P, Ke S

A Gs
N 0,89* 0,92*
P 0,75* 0,82*
K 0,78* 0,96**
Ca 0,78* 0,96**
Mg 0,99** 0,89*
S 0,91* 0,90*

Areafoliar ~ 0,75** 0,45*
Unidades SPAD 0,67** Ns
Massa seca total 0,73** 0,79*
** * e _gignificativo a 1 e 5 % de probabilidade e néo significativo, respectivamente
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Figura 19 - Determinacdo da assimilacdo de CO, no terceiro e quarto limbos defolhas recém
expandidas nas plantas de pinh&do-manso desenvolvidasem solugdo completa e
com a omissdo de N, P, K, Ca, Mg e de S, em funcéo dos dias ap6s o inicio dos
tratamentos
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Figura 20 - Determinagdo da condutancia estomatica no terceiro e quarto limbos de folhas
recém-expandidas nas plantas de pinh&o-manso desenvolvidas em solucéo
completa e com a omissdo de N, P, K, Ca, Mg e de S, em func¢éo dos dias apds o
inicio dos tratamentos
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A omissdo de N, Ca e Mg, na Gltima avaliacdo, provocou redugdo de 95 %, 84 % e
64 % na taxa fotossintética e reducéo de 17 %, 42 % e 38 % na conduténcia estomatica em
relacdo ao tratamento completo, respectivamente. A menor capacidade fotossintética obtida
pela omissdo desses nutrientes foi refletida nos parametros avaliados no presente trabalho
como a altura, o didmetro, a producdo de massa seca, a area foliar (Figuras 9, 10, 11 e 12),
bem como no aparecimento dos sintomas de caréncia de N, Ca e Mg (Apéndices A, B, C).

As plantas deficientes em N possuem a taxa fotossintética reduzida pela reducdo na
capacidade de utilizacdo de energia luminosa e pela menor utilizacdo de assimilados
fotossintéticos (DE GROOT et al., 2003; PAPONOV; ENGELS, 2005). JA& o Ca esta
envolvido na manutencdo da integridade da membrana plasmaética das células vegetais,
especificamente para a seletividade do transporte de ions, sendo que sua caréncia provoca
reducdo na taxa fotossintética em funcéo da modificacdo da dindmica fisioldgica vegetal. Por
sua vez 0 Mg participa de um grande numero de fun¢des no processo fotossintético, com
constituinte da molécula de clorofila e na ativagdo de enzimas envolvidas nas transferéncia de
energia via adenosina trifosfato (ATP) (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

As plantas cultivadas em solucdo com omissdo de K apresentaram reducdo na taxa
fotossintética e na conduténcia estomatica partir dos 40 DAT (Figura 18), contudo apenas aos
80 DAT, as plantas cultivadas em solucdo com omissédo de K demonstraram 0s primeiros
sintomas de caréncia deste nutriente (Apéndice D). Analisando os resultados das plantas
cultivadas em solucdo com omissdo de K para a eficiéncia no uso de K e para taxa
fotossintética, nota-se que no desenvolvimento inicial do pinhdo-manso as plantas possuem
capacidade de adaptar-se a condicdo de estresse ao K. Contudo essa adaptacéo € parcial até o
40 DAT. A partir dessa época o desenvolvimento inicial do pinhdo-manso é prejudicado pela
caréncia de K culminando no sintoma visual (Apéndice D), pelo maior acimulo de putrescina
(Figura 15A) e no menor desenvolvimento vegetal (Figuras 9, 10, 11 e 12).

A taxa fotossintética e a condutancia estomatica observadas nas plantas cultivadas
com omissdo de P na solucdo de cultivo (Figurasl9 e 20) foram semelhantes ao
comportamento observado para a atividade da fosfatase acida (Figura 14). Assim, as plantas
apresentaram aumento inicial da taxa fotossintética com posterior reducdo ao final do
experimento. Desta maneira, a atividade da fosfatase acida serviu como ferramenta adaptativa
ao estresse pela deficiéncia de P nas plantas de pinhdo-manso, explicando os altos indices
encontrados no presente trabalho para eficiéncia no uso de P (Tabela 3) por esta espécie.
Pode-se inferir que, a alta capacidade de mobilizacdo (redistribuicdo) de P-orgénico pelo

pinhdo-manso possibilitou a maior taxa fotossintética observada, na omissao de P.
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Em condicGes de deficiéncia por P, a capacidade no uso de P é aumentada como
resultado de alteracGes na atividade de enzimas na rota da glicdlise, que passam a operar em
vias alternativas no catabolismo de carboidratos durante a deficiéncia, contribuindo para uso
mais eficiente do P por meio de reciclagem, reducdo de consumo e utilizacdo de outras
fracbes do nutriente, a fim de garantir o adequado processo fotossintético (THEODORU;
PLAXTON, 1993; SHENOY; KALAGUDI, 2005). De maneira geral, a alta capacidade no
uso da fosfatase &acida pelas plantas de pinhd@o-manso foi refletida nos parametros de
crescimento avaliados (Figuras 9, 10, 11 e 12). Além disso, 0os maiores valores SPAD ao final
do experimento (Figura 17) indicam uma alta concentragdo de clorofila na folha utilizada para
andlise, corroborando para a alta capacidade fotossintética da planta. Vale destacar que ao
final do experimento, ndo foram observados o0s sintomas visuais de caréncia de desse
macronutrientes, mesmo constatando-se reducdo na producédo de biomassa.

No tratamento com omissdo de S, as plantas apresentaram comportamento
fotossintético semelhante ao das plantas cultivas em solucdo completa, reduzindo a taxa
fotossintética e a condutancia estomatica apenas ao final do experimento (Figuras 19 e 20).
Observando-se os resultados da atividade da redutase do nitrato nas plantas do tratamento
com omisséo de S (Figura 13), pode-se inferir que, no presente trabalho a auséncia de S-SO4*
possibilitou a maior absor¢do de N-NO3™ pelas plantas de pinhdo-manso. A maior absor¢do N
pelo pinhdo-manso, neste tratamento, proporcionou uma maior producdo de area foliar total
(Figura 9), aumentando a capacidade fotossintética das plantas desse tratamento (YONG et
al., 2010).

Em todos os tratamentos, a taxa fotossintética e a condutancia estomética reduziram ao
longo do experimento (Figuras 19 e 20). A diminuigdo da taxa fotossintética ao longo do ciclo
de desenvolvimento do pinhdo-manso pode ser explicada pela senescéncia foliar, tipica em
pinhdo-manso (MATOS et al., 2012). Estimativas de trocas gasosas demonstram que a
capacidade fotossintética diminui juntamente com o teor de clorofila e a senescéncia foliar
(DANG; DIETRICH; THOMAS, 2000).

A senescéncia foliar provoca o declinio das reacdes do Ciclo de Calvin,
principalmente devido & degradacdo da ribulose 1,5-bifosfato carboxilase (RUBISCO). Neste
processo, ndo ha formacdo de componentes do aparato fotossintético, como clorofila e
cloroplastos, resultando em uma baixa capacidade de converter a energia luminosa em
compostos organicos (LU et al., 2002). Todavia, deve-se ressaltar que no tratamento completo

as plantas apresentaram a menor reducgéo da capacidade fotossintética (48 %), evidenciando o
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efeito negativo das deficiéncias de macronutrientes nas plantas de pinh&o-manso para este
atributo fisioldgico.

As plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa apresentaram as maiores taxas
fotossintéticas em relacdo as plantas cultivadas com omissao individual apenas aos 120 DAT
(Figuras 19 e 20). Deste modo, devem-se considerar as diferentes épocas de avaliacdo para a
previsdo de cada nutriente analisado. Deve-se destacar que aos 120 DAT, as plantas dos
tratamentos com as omissfes dos macronutrientes apresentavam menor desenvolvimento
(Figuras 9, 10, 11 e 12), bem como exibiam nitidamente as manifestacGes sintomatologicas
das caréncias de N, K, Ca e Mg (Apéndices A, B, C, D). Este fato suporta a avaliagdo precoce
da taxa fotossintética como método sensivel e adequado para a avalia¢do rapida e antecipada
do estado nutricional de N, Ca e de Mg a partir dos 20 DAT e de K a partir dos 40 DAT. Vale
destacar, que os resultados obtidos no presente trabalho, suportam a hipétese da utilizacdo do
teste fisiologico pelo IRGA como ferramenta eficaz para previsdo de macronutrientes no
desenvolvimento inicial das plantas de pinhdo-manso em trabalhos cientificos, exceto para o P
e 0 S, 0s quais merecem maiores detalhamentos.

A baixa disponibilidade de P e S limita o aparecimento das folhas e reduz a area foliar
individual (FLETCHER; MOOQOT; STONE, 2008), bem como reduz a capacidade de fixacdo
de carbono pelas plantas (DE GROOT et al., 2003).Assim, a reducdo da taxa fotossintética
observada na omissdo de P e S s6 foi possivel de ser detectada por meio do produto entre 0s
resultados obtidos da taxa fotossintética (assimilacdo de CO, e condutancia estomatica)e area
foliar.

O produto entre a area foliar total e a taxa fotossintética representa a taxa fotossintética
total de cada planta. A taxa fotossintética total de cada planta de pinhdo-manso cultivada em
solucdo com omissdo de P e S (Figura 21) limita a hipétese de eficiéncia de absorcdo de uso
de P e S para apenas a fase inicial de desenvolvimento em plantas de pinhdo-manso, uma vez
que, a baixa taxa fotossintética total, demonstrada na Figura 21, seria evidenciada com um
maior tempo de condugédo experimental, por meio de maiores reducGes de massa seca e do
aparecimento de sintoma de caréncia destes elementos, principalmente em condi¢bes de maior

demanda nutricional — no florescimento e frutificagao.
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Figura 21 - Determinacdo assimilacdo de CO, por planta [A] e condutancia estomatica
por planta [B] no terceiro e quarto limbos de folhas recém-expandidas das
plantas de pinh&do-manso desenvolvidas em solugcdo completa e com a
omissdo de N, P, K, Mg e de S, aos 120 dias ap0s o inicio dos tratamentos
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5 CONCLUSOES

1. O acumulo de nitrogénio, fosforo, potassio e enxofre, possui comportamento

semelhante ao acimulo de massa seca no desenvolvimento inicial do pinhéo-
manso, diferentemente do acimulo de célcio e magnésio.

O célcio é o macronutriente que mais limita o desenvolvimento do pinh&o-
manso, seguido do nitrogénio e magnésio.

As plantas cultivadas em solucdo com omissdo de P e S apresentam
desenvolvimento similar as plantas cultivadas em solugédo nutritiva completa.
Os testes bioquimicos e fisioldgicos utilizados no presente trabalho apresentam
correlacdo com as concentracbes de macronutrientes, bem com o
desenvolvimento das plantas de pinhdo-manso, indicando eficiéncia para
previsdo de macronutrientes na espécie. Contudo, cada macronutriente
apresenta épocas de avaliagdo distintas de acordo com o teste estudado.

A taxa fotossintética e a condutancia estomatica por unidade de area do
pinhdo-manso ndo apresenta modificacdo pela omissdo de S, exceto aos 120
DAT. Contudo, o a taxa fotossintética e a condutancia estomatica por planta é

reduzida pelas omissfes de todos 0s macronutrientes.
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