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RESUMO

WENCESLAU, Daiane de Souza Lauton. M.Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso, Fevereiro de 2019. Concentracbes de nitrato e relacao
nitrato/aménio no cultivo hidropdnico de alface. Orientador: Gustavo Caione.

A alface por apresentar predisposi¢cdo ao acumulo de nitrato tem levado muitos
pesquisadores a desenvolver pesquisas com intuito de reduzir esse acumulo,
sendo que o uso de parte do N na forma amoniacal na solugéo nutritiva pode ser
uma opgao para promover essa reducao. Nesse contexto, o presente estudo teve
por objetivo avaliar o efeito da concentracdo de nitrato e da relacdo
nitrato/aménio sobre crescimento, producdo e acumulo desses compostos em
alface cultivada em sistema hidroponico. Foram conduzidos dois experimentos
com alface cv. Americana, em sistema hidropénico do tipo floating em casa de
vegetacdo localizada na Universidade do Estado de Mato Grosso em Alta
Floresta-MT. No primeiro experimento foi avaliado cinco concentragdes de
nitrato 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 15,0 mmol L que corresponde a 25, 50, 75, 100 e
150% da concentracdo de N na solucdo nutritiva padrdo recomendada, e no
segundo experimento avaliou a melhor relacdo NO3/NH4* com cinco proporcdes
0/100; 25/75; 50/50; 75/25 e 100/0 na solucdo. Aos 35 dias apés o transplantio,
foram analisadas as variaveis agrondmicas numero de folhas (NF), comprimento
da parte aérea (CPA), volume de raiz (VR), massa fresca da parte aérea (MFPA)
e da raiz (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), teor de
nitrogénio total, teor de nitrato, teor de amonio e atividade da enzima redutase
do nitrato (RN) em folhas de alface. A maior producdo de alface foi observada
com o uso da concentracdo de nitrato na solucéo nutritiva de 15,0 mmol L* sendo
esta recomendada, contudo, por viés econémico a dose de 10,0 mmol L
também pode ser utilizada sem perda de produtividade. Para a proporcao de
nitrato/amoénio na solucdo, recomenda-se a propor¢cdo de 100:22% que
corresponde a 10,0 mmol Lt e 2,2 mmol L.

Palavras-chave: Nitrogénio, hortali¢a, hidroponia, solugdo nutritiva.



ABSTRACT

WENCESLAU, Daiane de Souza Lauton. M.Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso, Fevereiro de 2019. Nitrate concentrations and nitrate/ammonium
ratio in hydroponic lettuce cultivation. Advisor: Gustavo Caione.

Lettuce, because it is predisposed to nitrate accumulation, has led many
researchers to develop research to reduce this accumulation, the use of part of
the ammoniacal N in the nutrient solution may be an option to promote this
reduction. In this context, the present study aimed to evaluate the effect of nitrate
concentration and nitrate/ammonium ratio on growth, production and
accumulation of these compounds in lettuce grown in a hydroponic system. Two
experiments with lettuce cv. Americana, in a hydroponic system of floating type
in protected cultivation house located at the University of the State of Mato
Grosso in Alta Floresta-MT. In the first experiment was evaluated five
concentrations of nitrate 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 and 15, mmol L* corresponding to 25,
50, 75, 100 and 150% of the N concentration in the nutrient solution, and in the
second experiment the best NOs/NH4* ratio was evaluated with five proportions
0/100; 25/75; 50/50; 75/25 and 100/0 in the solution. The number of leaves (NF),
shoot length (CPA), root volume (VR), fresh shoot mass (MFPA) and root shoot
mass (MFR) were analyzed at 35 days after transplanting dry matter (MSPA) and
root (MSR), nitrogen content, nitrate content, ammonium content and nitrate
reductase enzyme activity (RN) in lettuce leaves. The highest lettuce production
was observed with the use of the nitrate concentration in the nutrient solution of
15,0 mmol L, which is recommended, however, the economic dose of 10,0 mmol
Lt can also be used without loss productivity. For the proportion of
nitrate/ammonium in the solution, the proportion of 100: 22% corresponding to
10,0 mmol Lt and 2,2 mmol L is recommended.

Key-words: Nitrogen, vegetable, hydroponics, nutrient solution.
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1. INTRODUCAO
A alface Lactuca sativa (Linnaeus) é considerada como uma hortalica

de grande importancia, sendo esta uma das folhosas mais consumidas no Brasil.
Atualmente no Brasil, a alface de maior importancia econémica € a crespa, tendo
preferéncia de 70% do mercado brasileiro, seguida pela americana (15%), lisa
(10%) e romana (5%) (SUINAGA et al., 2013). Contudo, observa-se que a alface
do tipo americana vem tendo crescente importancia no mercado brasileiro.

Para suprir a demanda do mercado consumidor pelas hortalicas, o
produtor tem investido em sistemas hidroponicos, devido esse sistema
representar uma opg¢ao vantajosa quando comparada ao cultivo convencional,
por obter produtos de qualidade superior, mais uniformes, com maior
produtividade e colheita em tempo reduzido, além de menores custos de méao-
de-obra, de agua e de insumos agricolas. Em contrapartida, os cultivos
hidropdnicos quando mal manejados podem ocasionar acumulo excessivo de
nitrato em plantas, principalmente em folhosas como o alface, que possui
predisposicao ao acumulo de nitrato.

O acumulo de nitrato nas plantas pode ocorrer em decorréncia de
fatores como: fonte de nitrogénio, caracteristicas genéticas, intensidade
luminosa, temperatura, disponibilidade de ions no substrato, disponibilidade de
molibdénio, época do cultivo e hora de colheita, contudo tem-se buscado reduzir
o acumulo de nitrato em alface com uso de técnicas como: o suprimento de
molibdénio as plantas e o fornecimento de parte do N na solug¢éo nutritiva na
forma de aménio, podendo reduzir o acumulo de NO3s™ nos vacuolos.

Diante do exposto, foram considerados nesse estudo as seguintes
hipéteses: i) a temperatura elevada caracteristica da regido amazénica resulta
no aumento do teor de sais da solugéo nutritiva, com consequente elevacdo na
absorcéo de ions como o nitrato pela planta; ii) o uso de parte do N na forma de
amonio na solugéo, reduz o teor de nitrato nos tecidos da planta sem risco de
perda de produtividade.

Para testar as hip6teses formuladas, o presente estudo teve por
objetivo avaliar em alface cultivada em sistema hidropdnico, o efeito da
concentracdo de nitrato e da relacdo nitrato/aménio sobre o crescimento,

producdo e acumulo desses compostos.
1



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1Cultivo hidropoénico e solugao nutritiva

Originaria do Mediterraneo a alface Lactuca sativa (Linnaeus) foi uma
das primeiras hortalicas cultivadas pelo homem. Atualmente é explorada em todo
territério nacional, tanto em solo como em sistemas hidropénicos, sendo a
principal cultura utilizada em hidroponia no pais (SOARES, 2002).

De acordo com Castellane e Araujo (1995), a hidroponia, cultivo sem
solo, é uma alternativa interessante em relacdo ao cultivo tradicional no solo,
podendo ser usada em regides com pequena disponibilidade de terras
agricultaveis ou naquelas onde o uso excessivo do solo causou desequilibrio em
sua microfauna, aumentando seu nivel de infestacdo com patégenos. Mesmo
em paises tropicais com abundéancia de terras agricultaveis, como o Brasil, a
hidroponia vem sendo utilizada com éxito. Além de sua elevada producéo,
oferece ainda produtos de alta qualidade e com uso reduzido de defensivos, se
comparada ao meio tradicional de cultivo.

O cultivo em casa de vegetacdo permite a utilizacdo intensiva do
capital e maior rendimento por area, como também a producdo de maneira
controlada, melhor qualidade do produto, menor incidéncia de pragas e doencas,
menor dependéncia das condi¢cdes climéaticas, melhor aproveitamento de
insumos, possibilitando a distribuicdo da producdo ao longo do ano,
regularizando a oferta e dando oportunidade ao produtor de fugir das épocas de
menor preco (RODRIGUES et al., 1997 e MARTINEZ, 2002).

Existem varios sistemas de cultivo hidropénico que diferem entre si
quanto a forma de sustentagdo da planta, substrato ou meio liquido, quanto ao
reaproveitamento da solugéo nutritiva, circulantes ou néo circulantes, e ao
fornecimento da solucdo nutritiva nas formas continuas ou intermitentes, além
de existirem também inimeras composi¢des de solucdo nutritiva.

O sistema hidropénico mais utilizado em cultivos com fins comerciais
€ a Técnica do filme nutriente (NFT) ou técnica do fluxo laminar de nutrientes.
Neste sistema, as plantas séo cultivadas em canais de cultivo por onde a solugéo
nutritiva circula, intermitentemente, em intervalos definidos e controlados por um
temporizador. O sistema NFT foi desenvolvido em 1965 por Allen Cooper na

Inglaterra e tem sido considerado o mais viavel comercialmente para o cultivo de



diferentes culturas, em especial para as hortalicas folnosas (COMETTI, 2003).
Existem no mercado perfis hidropdnicos préprios para este sistema de cultivo, e
também podem ser utilizados tubos de PVC inteiros ou cortados ao meio,
longitudinalmente. Este sistema de cultivo pode ser instalado tanto no sentido
horizontal como no sentido vertical.

No cultivo hidropdnico para fins de pesquisa, normalmente utiliza-se
o sistema de aeracao estatica (floating), contudo atualmente tem-se usado essa
técnica também em cultivos comerciais. Neste sistema as plantas sdo mantidas
em vasos, sem substrato, com as raizes completamente submersas na solugao
nutritiva e um sistema de bombeamento de ar para proporcionar a respiracao
das raizes. Um tipo especial deste sistema de cultivo € o chamado de piscinao,
0 qual consta de um grande tanque, com cerca de 30 a 40 cm de profundidade,
no qual sédo colocadas diversas placas de poliestireno com as plantas a serem
cultivadas (NETO, 2012).

Existem inUmeras solucbes nutritivas propostas na literatura, em
alguns casos, ocorrem diferencas entre elas com relagdo as concentracdes dos
macronutrientes e micronutrientes, porém para os micronutrientes as diferencas
sdo bem menores (FURLANI et al., 1999). No Brasil, ttm sido utilizadas em
pesquisas com nutricdo mineral de plantas, algumas solu¢des nutritivas como as
propostas por Hoagland e Arnon (1950), Sarruge (1975), Castellane e Araujo
(1995) e Furlani et al. (1999).

Muitas formulas de soluc¢des nutritivas tém sido usadas e avaliadas
quanto a produtividade. Trabalho de Santos (1998) mostra que ndao ha grande
diferenca na produtividade entre as solu¢gdes comumente utilizadas. Porém,
segundo Furlani (1999), a solugcéo nutritiva se manejada de forma incorreta,
provoca reducéo na produtividade e na qualidade do produto. Com isso, varios
cultivos hidroponicos realizados no pais séo levados ao fracasso em funcédo do
desconhecimento do manejo nutricional.

Para a obtencdo de um cultivo hidropbnico bem sucedido, alguns
fatores devem ser levados em consideracéo, por exemplo, o ajuste frequente da
solucéo nutritiva, para impedir que a absor¢éo de nutrientes pelas raizes produza
mudancgas radicais nas concentracdes de nutrientes e no pH do meio. Outro

aspecto importante é o suprimento satisfatério de oxigénio ao sistema radicular,



0 que pode ser conseguido borbulhando-se vigorosamente ar na solucéo
nutritiva.

A medida que a planta absorve seletivamente a agua e os nutrientes
a composicado da solucédo nutritiva se modifica (CARMELLO, 1996; FURLANI,
1998; ANDRIOLO, 1999). Em virtude disto, surge a necessidade de um
monitoramento diario do pH e composi¢ao da solugéo nutritiva.

A disponibilidade e absorcdo dos nutrientes minerais sdo bastante
influenciadas pelo pH do meio de cultivo. O pH ideal para a maioria das culturas
se encontra na faixa de 5,5 a 6,5, esta faixa de pH € a ideal para a melhor
absorcdo de macro e micro nutrientes pelas raizes das plantas. Nessa faixa de
pH ocorre melhor absor¢cdo de macro nutrientes como Nitrogénio, Foésforo e
Potassio, com isso as plantas tem uma condicdo Otima para crescimento
(MALAVOLTA, 20086).

Assim como se faz o monitoramento do pH, ha uma necessidade
também do monitoramento diario da composicdo quimica da solucdo nutritiva
(COSTA et al., 2001). Com isso, recomenda-se aferir a condutividade elétrica
(CE) da solucédo, com utilizacdo do condutivimetro, obtendo-se assim uma
variavel diretamente correlacionada com a concentracdo total de todos os
nutrientes dissolvidos na solucéo. Solug¢des nutritivas muito concentradas ou
muito diluidas podem dificultar a absorcdo da agua pelas plantas e, portanto, o
desenvolvimento das mesmas, ou proporcionam um desenvolvimento das
plantas muito lento, devido a baixa concentragdo dos nutrientes.

A CE recomendada para a solucdo nutritiva varia para cada autor.
Furlani et al. (1999) recomendam faixas de CE de 1,5 a 2,5 mS cm para alface,
1,5 a 2,0 para manjericao, 3,0 a 3,5 para pepino e melédo e 2,5 a 3,0 para tomate.
Costa et al. (2001), avaliaram no estado de Sao Paulo o crescimento de alface
cultivada hidroponicamente em solugdes nutritivas com condutividade elétrica de
1,46; 2,46 e 4,21 dS m? e obtiveram melhor desempenho em termos de

biomassa fresca com a solucéo nutritiva que apresentava 2,46 dS m-.

2.2 Nitrato e a qualidade da alface
O nitrogénio desempenha fungbes importantes no metabolismo da

planta, sendo que cerca de 90% do N da planta encontra-se em forma organica



e é assim que desempenha as suas fun¢gBes, como componente estrutural de
macromoléculas e constituinte de enzimas. Os “aminoacidos livres” ddo origem:
a outros aminoacidos e as proteinas e, por consequéncia, as coenzimas; sao
percursores de hormonios vegetais — triptofano do AIA e metionina do etileno;
nucleos porfirinicos — clorofila e citocromos; reserva de N nas sementes —
asparagina, arginina; as “bases nitrogenadas” (puricas e pirimidicas), aos
nucleosideos; e por polimerizacdo destes acidos nucléicos — DNA e RNA; ATP;
coenzimas como o NAD (dinucleotideo de nicotinamida e adenina) e o NADP
(dinucleotideo de nicotinamida adenina e fosfato) (FAQUIN, 2005).

A disponibilidade do nitrogénio € um dos fatores mais importantes no
processo de crescimento e desenvolvimento das plantas (MALAVOLTA, 2006).
No solo, a maior parte do nitrogénio absorvido pelas plantas esta na forma de
nitrato. No sistema hidropdnico, o nitrogénio também é fornecido em sua maior
parte, sob a forma de nitrato, j& o am6nio quando fornecido acima de 15% do
nitrogénio total da solucdo, segundo Faquin et al. (1994), e 30% de acordo com
Zito et al. (1994), pode ser fitotoxico, causando reducdes no rendimento e na
qualidade das plantas.

No processo assimilatorio, o nitrato quando absorvido pela planta é
reduzido para amoénio. Esta reducéo, em sua maior parte, ocorre nas folhas e em
duas etapas: a primeira no citoplasma das células, onde o nitrato € reduzido a
nitrito, processo mediado pela enzima redutase do nitrato; a segunda nos
cloroplastos, em que o nitrito passa para amonio, por acdo da enzima nitrito
redutase. Na primeira etapa, o agente redutor € o NADH+, originado na
respiracdo, e na segunda etapa, nos cloroplastos, o agente redutor é a
ferredoxina, cujos elétrons séo originados na fotossintese. (FAQUIN e
ANDRADE, 2004). Na sequéncia, o0 amoOnio combina-se a compostos (ou
cadeias) organicos, formando glutamina e, a partir dela, outros aminoacidos.
unidades basicas na formagéo de proteinas, as quais participam dos processos
metabdlicos das plantas, tendo papel funcional e estrutural (TAIZ e ZIEGER,
2009).

Devido o nitrogénio ser mais exigido pela maioria das plantas, a
recomendacao de doses elevadas nas adubagOes tem aumentado o que traz
preocupacdes sob dois aspectos: primeiro pela contaminacdo de aguas e



mananciais e segundo, pela elevacéo dos teores de nitrato (NO3s°) nos alimentos,
principalmente naqueles de consumo in natura como as hortalicas e frutas
(FAQUIN e ANDRADE, 2004).

A proporc¢ao de nitrogénio fornecido contribui em grande parte para o
acumulo de nitrato na planta, contudo outros fatores também podem ser aliados
a esse processo, como por exemplo, o fator genético, fatores ambientais
(intensidade luminosa, temperatura, época de cultivo), e adubagao (manejo,
guantidade e tipo de fertilizantes nitrogenados) (KROHN et al., 2003; FAQUIN
e ANDRADE, 2004; PORTO et al., 2008).

Nesse contexto, com o objetivo de reduzir o acumulo de nitrato pela
planta, algumas medidas tem sido adotadas como exemplo: adequar a adubacao
nitrogenada, realizar a colheita em horérios de maior intensidade luminosa,
atentar para as condi¢coes de armazenamento, selecionar cultivares com menor
potencial de acumulo e controlar os efeitos ambientais buscando ativar o
processo assimilatorio de nitrato (TURAZI et al., 2006).

Embora o nitrato ndo seja considerado toxico, quando consumido em
exesso através de alimentos imbutidos ou hortalicas que possuem pré
disposicdo ao acumulo do ion, pode induzir efeitos toxicos como resultado da
conversao do nitrato em nitrito, processo que ocorre no trato digestivo. Em altas
guantidades, o ion nitrito também é capaz de formar uma ligagéo irreversivel com
a hemoglobina do sangue, originando a meta-hemoglobina, o que dificulta o
transporte de oxigénio pelas células do organismo (NASCIMENTO et al., 2008;
CARTAXO, 2015).

Os niveis aceitaveis de nitrato em alface ndo séo estabelecidos pela
legislacdo brasileira, sendo adotados indices europeus o regulamento n°
1258/2011 da comisséo de 2 de Dezembro de 2011, estabeleceu como limite
maximo permitido para alface cultivada em ambiente protegido teores de 5000
mg kg na massa fresca (MF) para o periodo do verdo e 4000 mg kg " para o
periodo de inverno (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2011). O
consumo diario do ion nitrato por pessoa, segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sédo de 3,65 mg
do ion nitrato e 0,133 mg do ion nitrito por kg de peso vivo. (LUZ et al., 2008;
PORTO et al., 2008).



2.2.1 A enzimaredutase do nitrato (RN)

A atuacgdo da enzima RN é fundamental na incorporacao do nitrogénio
inorganico em moléculas orgéanicas, sendo a etapa limitante nesse processo. A
reducdo do nitrato a aminoacidos depende da atividade da fotossintese e da
respiracao, pois a expresséo do gene e a atividade da enzima aumentam com a
concentracdo de NOgz', intensidade luminosa ou niveis de carboidrato (EPSTEIN;
BLOOM, 2006).

A alta atividade da enzima RN indica maior capacidade na
assimilacdo do NOs™ disponivel e assim, responsiva a adubacdo nitrogenada
resultando em maior produtividade das culturas (VIANA; KIEHL, 2010).

A RN representa uma curta cadeia de transporte de elétrons
localizada no citosol, que catalisa a transferéncia de dois elétrons do NAD(P)H
para o nitrato (TISCHNER, 2000; KAISER e HUBER, 2001). Essa enzima pode
ser classificada em trés grupos: NADH especifica, encontrada em algas e
plantas; NADPH especifica, presente em algas e plantas, porém, mais comum
em fungos (GUERRERO et al.,, 1981). Além dessas formas ha relatos da
existéncia de uma RN associada a membrana plasmética (NRPM), para diversas
espécies mas sua funcdo ainda nédo foi totalmente esclarecida, visto que a RN
citossolica (NRc) é a principal forma de catalisar a redugéo do nitrato a nitrito
(STOHR e ULLRICH, 1997).

Os estudos do uso da atividade enziméatica em tecidos vegetais, como
indicadora do estado nutricional de plantas, surgiram nas décadas de 60 e 70.
Esses estudos contribuiram para o avanco das pesquisas com métodos
enzimaticos, apesar do avanco das pesquisas com enzimas, existe a
necessidade de maiores estudos sobre a atividade enzimatica (aRN) em plantas,
devido ao fato de diversos fatores enddgenos e exdgenos exercerem influéncia
na atividade dessa enzima, um exemplo disso pode-se citar o efeito da luz sobre
a inducdo da RN. Assim como o nitrato, a auséncia de luz induz uma alta
expressao dos genes da RN. (TISCHNER, 2000 e LILLO et al., 2001).

Em relagdo a nutricdo da alface em cultivo hidroponico, entende-se
que a atividade da RN pode servir como uma ferramenta complementar no
diagnostico, auxiliando na recomendacdo de doses dos fertilizantes
nitrogenados.



2.3 Proporgdes de nitrato e amonio em plantas

Na nutricdo de plantas, o nitrato (NOs) e o amé6nio (NH4*") séo as
principais formas ibnicas abundantes e acessiveis. O N, quando absorvido sob
a forma de NOs, requer a reducdo desse ion a NH4*, para sua posterior
incorporagdo a compostos organicos, cujo processo consome grandes
quantidades de equivalentes redutores (HACHIYA et al., 2007). Em contraste, o
NH4*, ao ser absorvido pela planta, jA& se apresenta como forma ibnica
prontamente disponivel para ser incorporada a compostos organicos,
constituindo-se, assim, a fonte de N preferida em termos de custo de energia
para a sua assimilacéo pelas plantas (HACHIYA et al., 2012). Entretanto, o NH4*
guando fornecido em altas concentragcdes, € considerado toxico para muitas
espécies de plantas, causando reducdo do crescimento (BRITTO &
KRONZUCKER, 2002).

Estudos apontam que a maioria das plantas superiores desenvolve
sintomas toxicos graves, quando cultivada apenas com amonio. O efeito toxico
da adubacao nitrogenada na forma de amonio influencia no crescimento e no
desenvolvimento das plantas, com isso, algumas espécies de plantas podem ser
tolerantes ou ndo ao excesso de amoénio no meio de cultivo (CRUZ et al., 2011).
Os sintomas que as plantas apresentam quando absorvem N amoniacal ou
nitrico sdo muito amplos, mesmo sendo da mesma espécie, de maneira que ha
diferencas entre variedades, quanto ao desenvolvimento, sob aplicacdo de
amonio e de nitrato (HUANG et al., 2013).

O uso do nitrogénio na forma de nitrato/aménio na solu¢éo nutritiva &
objeto de estudo e assunto controverso, onde muitos autores expdem opinides
diferentes a respeito dessa proporgéo. Para Britto e Kronzunker (2002), uma
nutricdo balanceada de N incluindo nitrato e amodnio, pode proporcionar
rendimentos superiores nas culturas comparado a utilizar apenas uma das fontes
nitrogenadas. Contudo, ao estudarem diferencgas fisiologicas em plantas de
cevada, sob fontes de N (amoniacal e nitrica), Lopes e Araus (2008), verificaram
que o N amoniacal promoveu diminui¢cdo da fotossintese e no crescimento das
plantas. Ja em estudos com Pisum sativum L., Cruz et al. (2011), observaram
gue a ervilha apresentou tolerancia ao excesso de N amoniacal e nitrico, de

forma que o acumulo de biomassa e os parametros fotossintéticos ndo foram



prejudicados pelo efeito de altas concentracées de N (até 10 mmol L?1). Os
autores observaram também, que houve ativacdo da enzima glutamato
desidrogenase, importante no metabolismo do nitrogénio sendo esta enzima,
responsavel pela catalise da amilacéo reversivel do glutamato (MARCHI et al.,
2014)

Ao avaliar os efeitos de fontes de nitrogénio nitrica e amoniacal em
plantas de Canna indica L. sobre variaveis bioquimicas e fisiologicas, Konnerup
e Brix (2010), concluiram que as plantas apresentaram maiores taxas
fotossintéticas quando aplicado N amoniacal.

Em estudo com plantas de Solanum lycopersicum L., Borgognone et
al. (2013), verificaram com o uso do amfnio em excesso que ocorreu aumento
da taxa de transpiracdo das plantas enquanto Vaculikova et al., (2014)
observaram a diminuicao da eficiéncia fotossintética de Zea mays L., causando
menor crescimento das plantas.

O excesso de amdnio também proporciona desequilibrios nutricionais
em plantas (PRADO, 2008). Existem relatos de que o NH4* em excesso na
solucéo nutritiva diminui os acumulos dos cations K*, Ca?* e Mg?* na parte aérea
e na raiz, em espécies de Eustoma grandiflorum L. (VILLARREAL et al., 2015);
Fragaria spp L. (CHOI et al., 2011) e Eucalyptus urophylla L. (GUIMARAES et
al., 2014).

O desequilibrio entre esses ions ocorre pelo fato do NH4* competir
pelos mesmo sitios de absorcdo de outros céations (MARSCHNER, 2012). O
aumento do influxo de NH4* e de e fluxo de cations na membrana plasmética
promove a extrusdo destes ions para o vacuolo celular, podendo causar
sintomas de deficiéncia as plantas (VILLARREAL et al., 2015).

3. MATERIAL E METODOS
3.1.1 Localizacdo e dados meteoroldgicos

A pesquisa foi desenvolvida em sistema hidropdnico do tipo DFT
também chamado de Floating, na Universidade do Estado de Mato Grosso —
UNEMAT, localizada na cidade de Alta Floresta, MT no periodo de Junho a
Agosto de 2018. O municipio esta localizado geograficamente a -10,077262°
latitude e -56,179221° longitude, com altitude de 292 metros e o clima do

municipio € do tipo tropical Am, segundo a classificacdo de KOPPEN, (2007). As
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médias mensais da temperatura na regido, nos meses de conducdo dos
experimentos foram de 23,0; 23,0 e 25,0 °C para os meses de Junho, Julho e

Agosto, respectivamente, segundo INMET (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura diaria média no periodo de Junho a Agosto de 2018. Fonte:
INMET.

3.1.2 Caracterizacao do local de instalacdo dos experimentos e conducao

Os experimentos foram conduzidos em cultivo protegido, do tipo arco
coberto com filme de polietileno com fechamento lateral e frontal com tela de
sombreamento de 50%. Foi utilizado, a cultivar de alface Great Lakes 659, tipo
Americana, cuja a semeadura foi realizada em bandeja de poliestireno de 162
células contendo substrato comercial. Foram semeadas duas sementes por
célula e apos a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando-se uma planta por
célula.

Aos 15 dias apos a semeadura, as mudas foram transplantadas para
o local de crescimento, sendo utilizados vasos de polipropileno com volume de
7 litros cobertos com placas de poliestireno para dar suporte as mudas.

A solucao nutritiva adotada seguiu as recomendacoes de Hoagland &
Arnon (1950) com modificagdes na concentragéo de N-nitrato. A solucdo nutritiva
foi mantida em aeracdo constante mediante injecdo forcada de ar por

compressor modelo Super Il poténcia 5 W, e a condutividade elétrica mantida na
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faixa de 1,5 a 2,5 mS cm?, mediante a troca da solucdo quando o valor da
solugdo atingia niveis abaixo de 1,5 mS cm3. Diariamente aferiu-se o pH da
solucédo nutritiva, sendo mantido entre 5,8 e 6,2 mediante uso de solucdes
diluidas (0,1 M) de HCI e NaOH (Figura 2).

Figura 2. Etapas de conducdo dos experimentos: adicdo dos nutrientes (A), afericdo de
pH (B) e condutividade elétrica (C). UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

O estudo foi desenvolvido em duas etapas: No experimento | foram
avaliadas cinco concentragées de nitrogénio: 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 15,0 mmol L*
que correspondem a 25%, 50%, 75%, 100% e 150% da concentracdo de N na
solugdo nutritiva (Tabela 1). No experimento II, avaliou-se a melhor relacao
nitrato/aménio com cinco propor¢des: 0/100; 25/75; 50/50; 75/25 e 100/0
correspondendo as proporc¢des de 0; 25; 50; 75 e 100% de nitrato em relacéo ao
amonio (Tabela 2). Os experimentos foram conduzidos com delineamento em
blocos ao acaso, com cinco tratamentos (doses de N) e quatro repeticdes
(plantas por vaso), sendo realizado a média de duas plantas por repeticéo.

Para a composicéo da solugéo nutritiva do primeiro experimento, foi
utilizada como fonte de N-NOs, o0 nitrato de calcio (Ca (NOs)2.4H20) sendo
realizado o balanceamento do calcio utilizando-se cloreto de calcio (CaCl2.2H20)
147,02g (Tabela 1).
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Tabela 1. Proporcdo de nitrato e concentracdo dos nutrientes na solucéo
nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

Solucdo  Volume

’\('(fz ;’ Fertilizantes Estoque  Solucao Bala(rr'ﬁf ?_r_rlw)ento
(@Lh)  (mLL™

KH2PO4 (1 Mol L?) 136,09 1,0

o5 Ca(NO2):4H20 (1 Mol L?) 236,16 2,5 CaCl,2H.O 12,5
MgS0..7H,0 (1 Mol L?) 247,47 2,0 (1 Mol L)
KCI (1 Mol L) 74,56 5,0
KH2PO,4 (1 Mol LY) 136,09 1,0

50 Ca(NO2)z:4H20 (1 Mol L?) 236,16 5,0 CaCl>2H20 10.0
MgS0..7H.0 (1 Mol L?) 247,47 2,0 (1 Mol L) ’
KCI (1 Mol L) 74,56 5,0
KH2PO,4 (1 Mol L?) 136,09 1,0

75 Ca(NO2)z:4H20 (1 Mol L?) 236,16 7,5 CaCl>2H20 7,5
MgS0..7H.0 (1 Mol L?) 247,47 2,0 (1 Mol L%
KCI (1 Mol L?) 74,56 5,0
KH2PO,4 (1 Mol L?) 136,09 1,0

100 Ca(NO2)34H.0 (1 Mol L) 236,16 10,0 CaCl>2H20 50
MgS0..7H.0 (1 Mol L?) 247,47 2,0 (1 Mol L) ’
KCI (1 Mol LY) 74,56 5,0
KH2PO,4 (1 Mol L?) 136,09 1,0

150 Ca(NO2)34H.0 (1 Mol L) 236,16 15,0 CaCl>2H20 00
MgS0..7H.0 (1 Mol L) 247,47 2,0 (1 Mol L) ’
KCI (1 Mol LY 74,56 5,0
Solucéo de micronutrientes (*) 1,0
Ferro quelato (**) 1,0

(*) - (9 L'Y) HsBOs = 2,86; MnCl2.4H20 = 1,81; ZnClz = 0,10; CuClz= 0,04; H2M0oO4H20 = 0,02
(HOAGLAND & ARNON, 1950).

(*)-@L

1) Fe-quelato = 0,016.

Para referidas proporgdes de NOs e NH4™ no segundo experimento,

foram utilizadas as fontes nitrato de calcio (Ca(NO3)2.4H20), nitrato de potassio

(KNO3) e cloreto de amoénio (NH4Cl), respectivamente. O balanceamento das

concentracdes de calcio entre os tratamentos, também foi realizado utilizando-
se cloreto de calcio (CaCl2.2H20) 147,02g (Tabela 2).

Tabela 2. Proporcdo de nitrato e amonio e concentracdes dos nutrientes na
solucgéo nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

. + Solugdo  Volume
NOE‘C;OI\)]H“ Fertilizantes Estoque  Solucéo Bala(rrmrc]:EiT)ento
(gL? (mL L)
Ca(NO,)s4H,0 (1 Mol LY) 236,16 5.0
1000 KNOs (1 Mol L) 101,11 5,0
KH2PO4 (1 Mol L) 136,09 1,0
MgSO.4.7H,0 (1 Mol L) 247,57 2,0
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Ca(NO2)34H,0 (1 Mol L) 236,16 2,5

KNOs (1 Mol L) 101,11 5,0
75/25  NH.Clz(1 Mol L% 53,49 25 ~ CACE2D 55
KH2PO4 (1 Mol L) 136,09 1,0 (1 Mol L)
MgS0..7H,0 (1 Mol L) 247,57 2,0
KNOs (1 Mol LY 101,11 5,0
CaCl,2H:0 (1 Mol L) 147,02 5,0
50/50  NH4Cl,(1 Mol L% 53,49 5,0
KH2PO4 (1 Mol LY 136,09 1,0
MgS0..7H,0 (1 Mol L) 247,57 2,0
Ca(NO,)z4H,0 (1 Mol L) 236,16 2,5
KCI (1 Mol L) 74,56 5,0
25/75  NH4Cl> (1 Mol LY) 53,49 7.5 Cf(,\:/:zzl'ﬂio 2,5
KH2PO4 (1 Mol L) 136,09 1,0 (1 Mol L)
MgS0..7H,0 (1 Mol L) 247,57 2,0
CaCl,2H,0 (Mol LY) 147,02 5,0
KCI (1 Mol L) 74,56 5,0
0/100  NH4Cl» (1 Mol L% 53,49 10,0
KH2PO4 (1 Mol L) 136,09 1,0
MgS0..7H,0 (1 Mol L) 247,57 2,0
Solucao de micronutrientes (*) 1,0
Ferro quelato (**) 1,0

(" - (g L") HsBOs = 2,86; MnCl2.4H.0 = 1,81; ZnClz = 0,10; CuClo= 0,04; H:M0O4H:0 = 0,02
(HOAGLAND & ARNON, 1950).
(**) - (g L'Y) Fe-quelato = 0,016.

3.2Caracteristicas agronémicas e qualitativas avaliadas
3.2.1 Analises morfolégicas

Aos 35 dias apds o transplantio para local definitivo, as plantas foram
colhidas, sendo avaliado o crescimento vegetativo das plantas analisado
mediante a determinacdo das varidveis: nimero de folhas por planta (NF):
contagem das folhas de cada planta, desconsiderando-se as senescentes;
diametro do caule (DC): mensurado com auxilio de régua milimetrada;
comprimento da parte aérea (CPA). mensurado com auxilio de régua
milimetrada, medindo a partir da base até o apice das folhas; volume da raiz
(VR): obtido pela alteracdo de adgua em proveta; massa fresca da parte aérea
(MFPA): avaliado ap0s a colheita das plantas pesando-se em balanca analitica
de precisdo modelo Ohaus Adventure® , massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca da raiz (MSR): as folhas e raizes foram secas em estufa com
circulacdo e renovacédo forcada de ar, a 65°C, até atingir peso constante com

posterior a pesagem em balanc¢a analitica.
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3.2.2 Anélise da atividade da enzima redutase do nitrato (RN)

A atividade da enzima redutase do nitrato foi estimada ”in vivo”,
utilizando-se o método descrito por Jaworski (1971). Para a determinacdo da RN
realizou-se a coleta de folhas sempre entre 10:00 e 13:00 hs, baseado em
Hageman e Reed (1980) periodo em que as plantas receberam pelo menos trés
horas de sol e a redutase do nitrato atinge sua maxima atividade. De cada
amostra, foram retirados 300 mg de fragmentos foliares colocados em recipiente
escuro com 2,5 mL de solucéo tampéao fosfato em pH 7,4; 2,5 mL de KNO3 (P.A);
2,5 mL de n-butanol 1% (v/v); 1,0 mL de Triton X-100 0,1% (v/v) e 1,5 mL de
adgua deionizada (Figura 3A). As amostras preparadas foram mantidas em
recipiente a vacuo por 3 minutos, com a finalidade de aumentar a penetracao da
solucdo nos tecidos. Em seguida os frascos contendo as amostras foram
incubados em banho-maria a 30°C por 90 minutos no escuro, onde ao término
desse periodo interrompeu-se a reacdo adicionando nos frascos 1,0 mL da
solucéo de sulfanilamida (P.A). ApGs suave agitacao, retirou-se uma aliquota de
0,5 mL transferida para o tubo de reacao, para a determinacédo de NO2" formado
(Figura 3B). Nesse tubo foi adicionado 0,5 mL de solugéo sulfanilamida, 0,5 mL
de solucao de dicloridrato N-(1-naftil)-etilenodiamina (P.A), e apds 20 minutos o
volume do tubo foi completado com 2,5 mL de agua deionizada. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro UV a 540 nm, e a atividade da enzima RN
calculada com base na equacdo de uma curva padrdo feita com solucdes
diluidas de NaNOz (P.A), expressa em micromol de nitrito liberado por grama de
massa fresca de tecido foliar, por hora de incubagdo (umol g h' de NO2)
(Figura 3 C).

Figura 3. Analise da enzima redutase do nitrato em matéria fresca de folhas de alface.
Peso de fragmentos de folhas de alface (A), frascos com meio de encubacdo em
infiltragcdo a vacuo (B) e curva padrdo preparada com solucdes diluidas de NOy (C).
UNEMAT, Alta Floresta (MT), 2018.
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3.2.3 Determinagao do nitrogénio total

A determinacédo do nitrogénio total seguiu a metodologia descrita pela
Embrapa (2009). Para a determinacédo utilizou-se 0,1 g de matéria seca foliar,
sendo esta colocada em tubo de ensaio onde foi adicionado 1,0 g da mistura de
indicadores (sulfato de cobre e sulfato de potassio). Posteriormente os tubos
foram levados a capela de exaustéo e adicionados 3 mL de &cido sulftrico 98%
(P.A) e 1 mL de peroxido de hidrogénio 35% (P.A). Logo apds, o material passou
por digestdo a temperatura de até 350 °C com ajuste manual através do bloco
digestor, sendo a temperatura elevada gradativamente até a obtencdo de um
liqguido de cor esverdeado (Figura 4A). ApGs o término da digestao, os tubos
foram completados com 50 mL de agua destilada e o material digerido transferido
para o destilador semimicro Kjeldahl modelo TECNAL. Na extremidade do
destilador foi adicionado um béquer de 125 mL contendo 15 mL de acido bérico,
e no digerido adicionou-se 20 mL de NaOH 40% (P.A). A coloracao da solucéo
de acido sulfurico passou de vinho para verde com o término da destilacdo
(Figura 4 B) e ao fim da destilac&o, realizou-se a titulacdo com a solucéo de HCI

0,01 mol L até obter a coloragédo inicial cor vinho (Figura 4 C).

Figura 4. Andlise de nitrogénio na matéria seca de folhas de alface. Béquer com 15 mL
de acido bdrico (A), amostras apoés a destilacéo (B) e Titulagcdo com solucao de HCI 0,01
mol L't com obtencéo da cor inicial (C). UNEMAT, Alta Floresta (MT), 2018.

3.2.4 Determinacéao do teor de nitrato
O teor de nitrato foi determinado pelo método descrito por Cataldo et
al. (1975), a partir do tecido fresco de folhas. Para a extracao, foi utilizado 0,1 g
de tecido foliar fresco picado. O material foi acondicionado em béquer com 20
mL de alcool etilico 80% e permaneceu refrigerado por 12h. Posteriormente o
material foi triturado em almofariz e filtrado em quatro camadas de gaze clinica
e papel filtro qualitativo Whatman® (Figura 5A). O filtrado foi transferido para funil
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de separacéo e adicionado igual volume de cloroférmio. Apds suave agitacdo o
material permaneceu em repouso por 40 minutos para a completa separacao
(Figura 5B). A fracdo apolar foi descartada e a fracédo polar recolhida. O extrato
foi completado para 25 mL com etanol a 80% e armazenado em geladeira. Para
a determinacéo, aliquotas de 0,3 mL de extrato receberam 1,2 mL de solucao de
acido salicilico (HC7Hs03) 5% em H2SOa4 concentrado 98% (P.A) e 8,5 mL de
NaOH 2 mol L (P.A) e, em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 410 nm.
Os resultados foram expressos em mg de N-NOs" na matéria fresca das plantas,
com o auxilio de uma curva de calibracdo preparada a partir de solu¢des diluidas
de KNOs que receberam o mesmo tratamento dado as amostras (Figura 5 C).

\'\‘ 1

TG

e W

iy

Figura 5. Andlise do teor de nitrato na matéria fresca de folhas de alface. Extracéo
alcodlica com tecido fresco foliar (A), funil de separagéo contendo extrato + cloroférmio
(B) e curva de calibracao preparada com solugdes diluidas de KNO3 (C). UNEMAT, Alta
Floresta (MT), 2018.

3.2.5 Determinacao do teor de aménio

O teor de amobnio foi determinado pelo método descrito por
Weatherburn (1967). Para a extrac&o utilizou-se 100 mg de tecido foliar seco em
estufa a temperatura de 30°C. Em cada amostra foi adicionado 5 mL de agua
deionizada e o material vegetal levado ao banho-maria por 1 hora a 100 °C e,
em seqguida, o extrato foi filtrado em papel filtro quantitativo Unifil® (Figura 6A).
Para a determinacado, retirou-se 1 mL do filtrado e transferiu-se para um
recipiente, onde foi adicionado 9 mL de agua destilada, 5 mL do reagente A (100
mL de hidréxido de sodio (0,3 M), 100 mL de salicilato de sddio (1,06 M) (P.A) e
100 ml de agua destilada) e 2 mL de solugédo diclorisocianurato (P.A) (Figura 6B).

Apos repouso de 30 minutos, seguiu-se a leitura no espectrofotdmetro a 630 nm.
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Os calculos foram feitos com auxilio de uma curva padrdo preparada com
solugdes diluidas de NH4Cl (P.A) (Figura 6 C).
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Figura 6. Andlise do teor de ambnio em folhas de alface. Extragdo em banho-maria a
100 °C (A), amostras ap0Os extracdo com adicdo dos reagentes (B) e curva padrao
preparada com soluc¢des diluidas de NH4ClI (C). UNEMAT, Alta Floresta (MT), 2018.

3.3 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao estudo
de regressdo polinomial, empregando o nivel de significancia de até 5%,
utilizando o programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analises morfolégicas

Para a concentragédo de N, verificou-se efeito significativo pelo teste
de F, sendo que o nimero de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca
da parte aérea, apresentaram diferenca significativa ao nivel de P < 0,01 de
significancia. O diametro do caule, a massa seca da parte aérea, massa fresca
da raiz e volume de raiz, apresentaram diferenca significativa ao nivel de P <
0,05. Ja amassa seca da raiz ndo apresentou diferenca significativa.

A andlise de variancia para as propor¢des de nitrato/amoénio na
solucédo nutritiva demonstraram diferencga estatistica pelo teste F, onde somente
o didmetro do caule apresentou diferenca significativa ao nivel de P 0,05, e as

demais variaveis apresentaram diferenca ao nivel de P < 0,01.

4.1.1 Numero de folhas por planta (NF)
Para o numero de folhas houve ajuste no modelo de regresséo linear

onde, 0 aumento da concentracao do nitrogénio na forma de NOs™ contribuiu para
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maior numero de folhas por planta, atingindo a média de 14 folhas por planta
(Figura 7A). J& o uso de nitrogénio amoniacal na solugcdo nutritiva promoveu
diminuicao linear na producao de folhas por planta (Figura 7B). Observou-se que
proporcdes superiores de amonio levaram a cultura da alface a reduzir seu
rendimento, bem como a qualidade visual, ao contrario do amdnio, enquanto, o
nitrato em elevadas concentragbes nao causou toxidez para as plantas,

contribuindo com maior incremento de area foliar.
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Figura 7. Numero de folhas de alface cultivada em sistema hidropdnico em fungéo de
concentracdes de nitrato (A) e proporcdes de nitrato/amdnio (B) na solucdo nutritiva.
UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

A reducdo no numero de folhas com a solucdo N-nitrica (Figura 7A)
provavelmente ocorreu devido a diminui¢cdo no teor de NOs', ja que a redugéo no
teor de nitrogénio proporciona decréscimos na produtividade da alface. Em
estudo realizado por Almeida et al. (2011), foi observado que a deficiéncia de
nitrogénio, influenciou no crescimento das plantas que foi afetado de forma
significativa, causando decréscimo na altura das plantas, area foliar e numero de
folhas de alface.

Em alface, quanto maior o nimero de folhas maior serd a matéria
fresca resultando em produtividade e maior interesse comercial. Segundo Mota
et al. (2001) o numero de folhas por planta (NF) da alface € uma caracteristica
bastante interessante, ja que aquisicdo do produto pelo consumidor € feita por

unidade e nao por peso.
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4.1.2 Diametro do caule (DC) e comprimento da parte aérea (CPA)

As concentracdes de N-nitrato na solugdo nutritiva promoveram
aumento linear no diametro do caule (Figura 8A) e também no crescimento da
parte aérea (Figura 8C).

A proporcao nitrato/aménio na solugdo, reduziu linearmente o
didmetro do caule com o aumento da concentracdo de aménio (Figura 8B). J&
o comprimento da parte aérea, obteve maior incremento com a relacéo
nitrato/amoénio com 26% de amoénio (Figura 8D).

Os resultados do presente estudo se assemelham com trabalhos de
diversos autores, que também observaram o efeito negativo do amdénio no
crescimento das plantas e no diametro do caule. Trabalhos como o de
Borgognone et al. (2013), Guimaraes; Cairo; Neves, (2014) e Villarreal et al.
(2015), respectivamente com as espécies Solanum lycopersicum L., Eucalyptus
urophylla L. e Eustoma grandiflorum L., também verificaram o efeito negativo no
aumento da concentracdo de aménio sobre o desenvolvimento das plantas.

Semelhancas com os resultados do presente estudo, também foram
verifcados por Sousa et al. (2010), que ao estudarem o efeito do nitrato e amonio
sobre o crescimento de Solanum melongena L., constataram que as plantas
responderam significativamente onde a maior altura da planta foi obtida na
relacdo NOs/NH4* de até 75:25%.

Elevadas concentracbes de amobnio além de influenciar
negativamente no crescimento da planta, também podem inferir no teor de
clorofila nas folhas, dentre outros fatores. Um estudo realizado por Jampeetong,
Brix e Kantawanichkul (2012), com plantas de Salvinia cucullata L. sob
concentracdes de amodnio (0,5 a 15,0 mmol L), revelou que concentracdes
acima de 5,0 mmol L ou 50% de amdnio, induziu o aparecimento de cloroses
foliares e reducdo do crescimento da parte aérea e das raizes, associado aos

menores teores de clorofilas, carotendides e de K nos tecidos do vegetal.
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Figura 8. Didmetro do caule de alface (A) e comprimento da parte aérea (C) em fungéo
de concentracdes de N-nitrato da solug&o nutritiva e didmetro do caule de alface (B) e
comprimento da parte aérea (D) em funcéo das propor¢des de nitrato/amonio na solugéo
nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

A reducdo do crescimento da parte aérea de algumas plantas nao
tolerantes ao ion amonio, ocorre devido a entrada excessiva do ion nas células
das raizes, sendo assim, transportadores de baixa afinidade ocupam canais de
outros cations, provocando um fluxo do ion NH4* para fora das células, o que
resulta em um elevado gasto energético necessario para bombear o excesso do
ion NH4*. Com isso, o elevado consumo de ATP resulta no aumento da

respiracao nas raizes, retardando seu crescimento (LUCENA et al., 2016).
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4.1.3 Massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR) e
volume de raiz (VR)

Para a massa fresca da parte aérea a concentracdo de 15,0 mmol L
de nitrato, contribuiu para o maior rendimento de massa fresca foliar (Figura 9A).
Este resultado comprova a importancia de estudar a melhor concentracédo de N
no cultivo de plantas, conforme afirmaram Broadley et al. (2000), as plantas em
condi¢cbes limitantes de nitrogénio apresentam reducdo na massa fresca de
folhas.

Para a massa fresca da raiz e volume de raiz os resultados foram
similares, onde o aumento de N-nitrato na solucdo contribuiu para maior
incremento na massa fresca e no volume de raiz (Figura 9C e E).

O aumento no volume de raiz pode ser atribuido ao fato de que o
suprimento de nitrato para a planta promove a ativacéo de genes envolvidos no
desenvolvimento celular. Em estudo com suprimento de nitrato em plantas, Liu
et al. (2008) observaram que plantas supridas com NOs apresentaram maior
crescimento de raizes laterais acompanhado de maior expressao de ZmMHAA4,
assim como outros genes envolvidos na absor¢do de NOsz (ZmNRT2.1),
crescimento e divisédo celular (expansina, ZmExpAl) e aquaporinas (ZmTIP2-3).
Isso demonstra que o efeito do NOs esta relacionado ao aumento da
turgescéncia e absorcao celular com consequente crescimento.

As proporc¢des de aménio na solucao nutritiva afetaram a producao de
massa fresca foliar, e de raiz e o volume de raiz. Para a massa fresca da parte
aérea, observa-se que o0 aumento da proporcdo NO3/NH4* com maiores
concentracdes de amodnio levou a perda de rendimento da cultura, com ponto de
maximo em 95 g implementada em teores de amdnio com maximo em 23%,
sendo observado uma perda significativa em torno de 78% de massa fresca
(Figura 9B).

Resultados semelhantes a respeito do uso da fonte amoniacal na
solucéo, sobre desenvolvimento de alface, também foi relatado por Faquin et al.
(1994) em estudo com proporgdo de NOs/NH4* de 100:0; 85:15 e 70:30 (%) na
solugdo nutritiva, os autores encontraram 0s seguintes valores de fitomassa

fresca da parte aérea: 302,5; 250 e 123,3 g planta‘! respectivamente, revelando
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perdas em rendimento da ordem de 59% a partir de 15% do N total da solucéo
na forma amoniacal.

A reducdo no rendimento da alface com o aumento do teor de amonio
na solucao pode ser atribuida a diversos fatores, dentre eles o fato do ion NH4*
ser toxico para as células vegetais, uma vez que atua como desacoplador entre
o fluxo de elétrons e a fosforilacdo oxidativa ou fotofosforilacdo (TAIZ et al.,
2017).

Além de atuar como desacoplador entre o fluxo de elétrons, o excesso
de amoénio (NH4*) no tecido vegetal dissipa o gradiente de prétons ou seja,
absorcdo de cations entre as membranas das células; e este gradiente é
necessario para os processos de fotossintese e respiracdo, além de ser
importante na transpiracdo e acumulo de metabdlitos para o vacuolo,
(FERREIRA, 2002).

Outro fator que o aumento do N-aménio provoca nas plantas, é o
desequilibrio entre os ions, que ocorre devido aos disturbios nutricionais nas
plantas, devido ao efeito competitivo do NH4* em relacéo aos cations, por serem
ions que competem pelos mesmos sitios de absor¢do (MARSCHNER, 2012).

O aumento da proporcao de amonio na solucéo, reduziu linarmente a
producdo de massa fresca da raiz (Figura 9D). Para o volume de raiz, a menor
concentracdo de aménio contribuiu para o maior incremento do volume de raiz,
atingindo o volume méaximo de 2,10 cm3em até 3% de amdnio (Figura 9F).

Resultados semelhantes ao do presente estudo foram observados por
Tian et al. (2003), onde em pesquisa com propor¢des de amonio em alface, os
autores demonstraram que 50% do N na forma de NH4" reduziu
significativamente o desenvolvimento do sistema radicular da alface, tornando

as plantas suscetiveis a patdogenos.
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Figura 9. Massa fresca da parte aérea (A) massa fresca da raiz (C) e volume de raiz (E)

em funcéo de concentracdes de N-nitrato da solucdo nutritiva e massa fresca da parte

aérea (B) massa fresca da raiz (D) e volume de raiz (F) em funcdo das proporgdes de
nitrato/amonio na solucao nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.



4.1.4 Massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR)

O uso crescente de concentragdes de N-nitrato na solugéo nutritiva
proporcionou aumento no incremento de massa seca foliar. Ja a massa seca da
raiz, ndo apresentou diferenca significativa entre as doses com média de y=0,65
g massa seca (Figura 10 A).

A solucéo nutritiva com propor¢éo de nitrato/aménio levou ao declinio
da producdo de massa seca foliar conforme o aumento da concentracdo de
amonio na solucéo, apresentando o valor maximo em 7% de amoénio (Figura
10B). Este fato ocorreu devido o excesso de N amoniacal causar toxidez na
cultura da alface, diminuindo a biomassa fresca da parte aérea refletindo em
prejuizos no acumulo de matéria seca, sendo 0 excesso de nitrato toleravel pela
maioria das plantas, pois sdo acumulados nos vacuolos ndo apresentando
sintomas de toxicidade (LASA et al., 2001 e 2002).

Resultados similares ao do presente estudo também foram
observados por Barreto et al. (2018) ao estudar proporcées de NO3:NH4* na
cultura do tomate em hidroponia. Os autores observaram que a proporcao de
100:0 e 75:25 nitrato/amonio forneceu maior acumulo de matéria seca em
plantas de tomate. Esses resultados demonstram que a tolerancia pelo ion
amonio pode variar entre as espécies de plantas, contudo, vale ressaltar que no
presente estudo com alface cv. Americana, concentracées de aménio em 25%
ja proporcionaram reducao na producao da matéria fresca e seca da cultura.

A solugéo nutritiva contendo N-amonio em altas concentracdes
causou efeitos negativos para a planta, seguindo a mesma tendéncia observada
nas variaveis anteriores. Esses resultados corroboram com os de Silva et al.
(2010), que estudando os efeitos dos ions aménio e nitrato no desenvolvimento
do Helianthus annuus L. constataram que o tratamento com a proporgéao 100:0
(NH4*:NOg’) foi 0 que apresentou menor incremento na massa seca nas folhas,

haste e raiz das plantas.
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Figura 10. Massa seca da parte aérea e massa seca da raiz (A) em funcdo de
concentracdes de N-nitrato da solu¢do nutritiva e massa seca da parte aérea e massa
fresca da raiz (B) em funcdo das proporcdes de nitrato/aménio na solucdo nutritiva.
UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

4.2 Nitrogénio total em folhas de alface

A solucéo nutritiva contendo somente o N-nitrato, foi verificado maior
teor de N-total na matéria seca das folhas, com a concentracédo de 14 mmol L
(Figura 11A). No estudo avaliando a relagao de NO3/NH4* foi verificado que a
concentracédo de 37% de amonio foi a que proporcionou o maior teor de N-total
na massa seca de alface. Este resultado demonstrou que a proporcédo de aménio
acima de 37% causa toxidade onde a planta deixa de absorver o ion (Figura
11B).

Os resultados no teor de N do presente estudo estdo dentro do limite
consideravel para a cultura, onde segundo Trani e Raij (1997) valores de 30 a
50 g kg de nitrogénio sdo considerados adequados para a alface.

O maior teor de nitrogénio foliar foi encontrato em doses de nitrogénio
gue também coincidiram com a maxima producéo do NF, DC, MFPA e MSPA da
cv. Americana. Esse fato ocorreu devido o N favorecer o crescimento vegetativo,
e elevar o potencial produtivo da cultura (FILGUEIRA, 2000). Segundo Filgueira
(2008), a alface por se tratar de uma hortalica folhosa, responde muito bem em
termos produtivos ao fornecimento de N, proporcionando maiores rendimentos,

producdo mais uniforme e de maior valor comercial.
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Figura 11. Teor de nitrogénio total (A) em fungdo de concentragBes de N-nitrato da
solucdo nutritiva e teor de nitrogénio total (B) em fungdo das propor¢cbes de
nitrato/amaonio na solugao nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

4.3Teor de nitrato (NOs’) em folhas de alface

O aumento da disponibilidade de N na solugdo nutritiva resultou em
incremento dos teores de nitrato em folhas de alface, com os maximos teores
foliares de nitrato obtidos abaixo do limite de risco para saude humana.

A elevacao dos niveis de N-nitrato na solugéo resultou em aumento
linear nos teores de nitrato foliar (Figura 12). Esse resultado demonstra que a
elevacao na disponibilidade de N € um fator preponderante para o acimulo de
nitrato pelas plantas, reforcando o proposto na literatura por diversos autores
(CHEN et al., 2004; GULSER, 2005; TURAN e SEVIMLI, 2005; PORTO et al.,
2008).

Em estudo com cultivares de alface, Mondin (1996) constatou que as
cultivares que atingiram o0s maiores pesos médios de plantas na colheita,
também apresentaram os teores de nitrato mais elevados. Neste trabalho, os
resultados concordam com Mondim, uma vez que a dose gque proporcionou
maior producdo de massa fresca e massa seca da parte aérea, também
apresentou o maior teor de nitrato foliar. Assim, pode-se inferir que os maiores
teores de nitrato induziram a uma maior producdo e teores de nitrato muito
baixos reduzem a produtividade das plantas, resultando em crescimento lento,
levando a uma diminuic&o da producdo (GALIENI et al., 2015, KOVACIK et al.,
2014, e QADIR et al., 2017).

26



240

220 4

200 +

180

160 1

140 A

N-NO," (mg kg™* MF)

120 1

y=11,087x+58,259
R?=0,95

100 A o

80 1

60 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

- -1
N-NO, (mmol L™)

Figura 12. Teor de nitrato na matéria fresca de folhas de alface cultivada em sistema
hidroponico em fungéo da concentracdo de N-nitrato na solug&o nutritiva. UNEMAT- Alta
Floresta (MT), 2018.

Os teores de nitrato em alface ainda sdo bem divergentes entre alguns
autores, esse fato ocorre, pois, além das variacées que regulam o acumulo de
NOs nas plantas, tais como condicdes fisioldgicas, manejo, condi¢des climaticas,
cultivares, cultura, época do ano, horario de colheita, existe também a variacéo
decorrente dos métodos utilizados para a analise de NOs".

A solucao nutritiva contendo amonio apresentou reducao do teor de
nitrato foliar com o incremento da concentracédo amoénio (Figura 13). Observou-
se que o uso da proporcao de nitrato/amonio na solugéo nutritiva contribuiu para
o menor acumulo de nitrato nos tecidos do que a solu¢ao contendo somente uma
fonte nitrogenada. Este resultado corrobora com Tian et al. (2003) e Andriolo et
al. (2006) em que citam que parte do N fornecido na forma de nitrica (NO3’) pode
ser substituida pela amoniacal (NH4*), podendo reduzir o acimulo de NOs™ nos
vacuolos.

Segundo Marschner (1995), as folhas de alface apresentam menor
acumulo de nitrato com o fornecimento de N na forma de NOs e NH4*, quando
comparadas aquelas de nutricdo exclusiva com N-NOs, com o0 aumento do
fornecimento de N na forma de NOs", a capacidade de reducdo do nitrato nas
raizes torna-se um fator limitante e h4 um aumento da propor¢cdo de N-total

translocado para a parte aérea na forma de NOs".
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Os teores de nitrato do presente estudo ndo oferecem riscos para a
saude humana, pois se encontram abaixo do limite permitido na Europa que é
de 5000 mg kg! de massa fresca para cultivos de verdo. Os resultados se
assemelham com o de Cometti (2003), que também encontrou teores de nitrato
abaixo do estabelecido pela legislagdo ao estudar o acumulo de nitrato nos
vérios tecidos da alface hidropdnica, observando que nos limbos foliares das

folhas medianas, os teores chegaram ao maximo 393 mg kg
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Figura 13. Teor de nitrato na matéria fresca de folhas de alface cultivada em sistema
hidropdnico em funcéo da proporcao de nitrato/aménio na solugdo nutritiva. UNEMAT-
Alta Floresta (MT), 2018.

Do mesmo modo ao avaliar o teor de nitrato em cinco cultivares de
alface hidroponica: (Mimosa Roxa, Baba de Verao, Hanson, Amanda e Itapud),
Silva (2009), observou que as concentragcfes de NOsz observadas para as

cultivares atingiram o valor maximo de apenas 364 mg kg de matéria fresca.

4.4 Atividade da enzima redutase do nitrato (RN) em folhas de alface

A andlise da atividade da enzima (RN) revelou que houve diferencas
quanto a forma de N usada na solugéo nutritiva. (Figura 14). O uso do nitrato
como unica fonte de N na solucdo nutritiva, proporcionou um aumento na

atividade enzimatica com o incremento da concentracdo N-nitrato.
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Observa-se que os valores obtidos de atividade da (RN) estdo
relacionados com disponibilidade de nitrato na solugdo nutritiva, ou seja,
elevadas concentracdes de nitrato no meio de cultivo tendem a promover maior
atividade enzimatica. Essa observacao ja era esperada, pois a RN € uma enzima
induzida pelo seu substrato, segundo Kawachi et al. (2002) a atividade dessa
enzima depende, principalmente, da luz e do continuo suprimento de nitrato,

através do xilema.
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Figura 14. Atividade da enzima redutase do nitrato (RN) na matéria fresca de folhas de
alface cultivada em sistema hidropdnico em funcdo da concentracdo de N-nitrato na
solugao nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

Com o aumento na disponibilidade de nitrato para a planta, a RN,
passa a desenvolver mecanismos de regulacao (transcricional e pés-traducional)
que propde evitar o acumulo de nitrito, considerado toxico (TISCHNER, 2000;
KAISER E HUBER, 2001; LILLO et al., 2003). Esse fato corrobora com os
resultados do presente estudo, onde foi observado que maiores concentragdes
de N-nitrato na solugdo nutritiva além de promoverem maior atividade
enzimatica, também reduziram o acumulo do ion NOs" foliar.

A auséncia de N-nitrato e o aumento do N-amonio na solugéo nutritiva
levaram a reducéo linear na atividade da enzima redutase do nitrato (Figura 15).
Os resultados permitiram inferir que a reducéo da concentracéo de N-nitrato na

solucédo nutritiva promoveu menor absorcdo do nutriente na planta e inibiu a
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atividade da redutase do nitrato, desfavorecendo sua acdo no metabolismo da
cultivar.
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Figura 15. Atividade da enzima redutase do nitrato (RN) na matéria fresca de folhas de
alface em funcédo da proporcdo de nitrato/amoénio na solucao nutritiva. UNEMAT- Alta
Floresta (MT), 2018.

4.5 Teor de amonio (NH4*) em folhas de alface

O uso de concentracdes elevadas de N-nitrato na solugdo nutritiva
contribuiu para a reducéo no teor de amaénio no tecido foliar, na concentracao de
12 mmol L (Figura 16). Contudo, a reducéo do N-nitrato na solucéo, contribuiu
para maior acumulo do ion aménio pela planta. Esse fator, pode estar
relacionado com o0 aumento da concentracao de amdnio nas plantas é a reducao
no teor de acgucar (esqueletos de carbono) da planta oriundos da fotossintese.
Isso ocorre, pois, segundo Miflin e Lea, (1977) e Pate, (1980), a assimilagao do
amoénio depende da disponibilidade de aclUcares para a formacdo de
aminoacidos.

Tendo em base 0 exposto e com base nos resultados do presente
trabalho, acredita-se que a reducdo no numero de folhas (Figura 7A) e massa
fresca foliar (Figura 9A) decorrente da restricdo da concentracao de N-nitrato na
solugdo, contribuiu para a limitacdo da planta em realizar fotossintese,

proporcionando maior acumulo de aménio.
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Resultados semelhantes ao do presente estudo foram encontrados
por Barreto et al. (2018), onde ao estudarem proporc¢des de nitrato:amonio em
tomate hidropénico, observaram que a proporcao de NH4*:NO3™ de 0:100 levou

a reducédo na taxa fotossintética, clorofila e carotenoide.
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Figura 16. Teor de amdnio na matéria seca de folhas alface em fun¢éo da concentracéo
de N-nitrato na solucéo nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

O aumento da concentracdo de N-amobnio na solucdo nutritiva
contribuiu com incremento linear no teor de amonio foliar (Figura 17). Com base
nos resultados do presente estudo, foi observado que o teor elevado de amoénio
na solucao nutritiva afetou significativamente todas as varidveis analisadas,
ocasionando sintomas de toxidez a cultura da alface, com isso observa-se que
0 uso de doses elevadas desta fonte de N na solucdo nutritiva ndo €
recomendado. Contudo, a solu¢do nutritiva contendo nitrato e amonio em
concentragcbes adequadas, pode ser um grande aliado na reducdo do efeito
toxico causado por amonio, isso ocorre porque a absorcdo deste anion esta
associada com a alcalinizacdo da rizosfera e o estimulo da captacao de cétions,
amenizando alguns dos efeitos nocivos do NH4* (BRITTO; KRONZUCKER,

2005).
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Figura 17. Teor de ambnio na matéria seca de folhas alface em fun¢éo da proporcao
de nitrato/amonio na solu¢do nutritiva. UNEMAT- Alta Floresta (MT), 2018.

Como mostrado no presente estudo, a proporcdo de nitrato/aménio
que contribuiu com a maior produtividade da alface foi de até 22% sendo
observado que concentragcbfes acima reduziram a produtividade da cultura.
Entretanto, o fato de essa cultivar apresentar menor tolerancia com excesso de
amonio, ndo exclui o fato de outras cultivares ou culturas serem tolerantes ao
mesmo, conforme Hauck (2010) a tolerancia a altos niveis de aménio depende
da capacidade de o vegetal produzir quantidades suficientes de esqueletos de
carbono para a assimilacdo do NH4*.

Para Cruz et al. (2011), as respostas que as plantas apresentam
quando absorvem amoénio sdo muito amplas. Devido as diferencas entre
variedades, mesmo sendo da mesma espécie as plantas podem apresentar

comportamentos diferenciados sob estresse por amonio.
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5. CONCLUSOES

A solugao nutritiva contendo fonte N-nitrato na concentragéo de 15,0
mmol L contribuiu com maior teor de massa fresca da alface, sendo esta
concentracdo recomendada em cultivo hidropdnico, contudo, por viés econémico
recomenda-se a concentracdo de 10,0 mmol L que também pode ser utilizada
obtendo éxito na produtividade da cultivar.

Para a proporcdo de nitrato/ambénio na solucdo, recomenda-se a
proporcéo de 100:22 % que corresponde a 10,0 mmol Lt e 2,2 mmol L tendo
em vista que a concentracdo de amonio indicada contribui para a reducao no
teor de nitrato na planta, e concentracdes de N-amonio acima, ndo séo indicadas
para alface tipo Americana por reduzir a produtividade da hortalica provocando
sintomas de toxidez.

Os teores de nitrato observados no presente estudo encontram-se
abaixo do limite permitido pelo Regulamento da Comissdo Europeia n°
1258/2011, nao oferecendo riscos para a saude do consumidor.

A enzima redutase do nitrato pode ser usada como auxilio em estudos
de deficiéncia nutricional de N na alface, jA que a enzima expressa maior

atividade com o aumento de N-nitrato na solug&o nutritiva.
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