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RESUMO

MARTINS, Luciola Ellen Calié, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2015.
Absorcdo e assimilacdo da ureia por plantas de metabolismo fotossintético C3 e
C4. Orientador: Reinaldo Bertola Cantarutti. Coorientadolvo Ribeiro da Silva e
Wagner L. Aradujo.

Embora a ureia possa ser absorvida por certas espécies de plantas, sua eficiéncia de
utilizacdo se mostrou limitada e, frequentemente, tem-se reportado efeitos negativos no
desenvolvimento das plantas nutridas com ureia em solugéo nutritiva. A assimilacéo da
ureia difere entre as espécies porém, o suprimento detdl® sido benéfico a este
processo em todas as espécies investigadas. Para verificar as hipéteses de que as planta
de soja Glycine max L.), milho (Zea mays L.), trigo (Triticum aestivum L.), Brachiaria

brizantha cv. Marandu &Panicum maximum cv. Tanzéania sdo capazes de absorver e
assimilar a ureia e que esta assimilacdo € diferente entre plantas de metabolismo C3 e
C4 e aumentada pelo suprimento desN@s espécies foram cultivadas em solucéo
nutritiva contenddNH4sNOs (NA), CO(NH). (U), NA+U e em solugéo com auséncia de

N e aspectos fisiolégicos e metabdlicos foram investigados. A nutricdo com ureia
resultou em menor producdo de matéria seca, alto conteldo de aminoécidos,
aminoacucares, acucares e amido e reducao da sintese de proteinas e clorofila, taxa de
assimilacdo de CfOe condutancia estomatica das plantas. O suprimento de NA+U
proporcionou o maior acumulo de matéria seca das plantas, absorcdo e assimilacdo da
ureia e atividade fotossintética. As espécies foram eficientes em absorvem a ureia e sua

assimilacdo ocorreu nas raizes das plantas de milho, Marandu e Tanzéania e na parte
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aérea das plantas de soja e trigo. As espécies C4 apresentaram maior eficiéncia de
assimilacdo da ureiaa absorcdo e assimilacdo da ureia e a capacidade fotossintética
das plantas foram beneficiadas pelo suprimento de NO
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ABSTRACT

MARTINS, Luciola Ellen Calid, D.Sc., Universidade Federal de Vig¢osa, June, 2015.
Urea uptake and assimilation by C3 and C4 plantsAdviser Reinaldo Bertola
Cantarutti.Co-adviserslvo Ribeiro da Silva and Wagner L. Araujo.

Although urea can be uptaken by certain plant species, its use efficiency is limited and
often has reported negative effects on the development of plants fed with urea in
nutrient solution. Urea assimilation differs among species buf Ei@pply has been
beneficial to this process in all species investigated. In order to verify the hypothesis
that soybeanGlycine max L.), corn Zea mays L.), wheat Triticum aestivum L.),
Brachiaria brizantha cv. Marandu ananicum maximum cv. Tanzania can uptake and
assimilate urea, and that urea assimilation is different between C3 and C4 plants and
increased by N@ supply, plants were grown in nutrient solution contairitguNOs

(AN), CO(NH)2 (U), AN+U, and in solution with N absence. Physiological and
metabolic aspects were studied. Urea nutrition resulted in lower dry matter production,
high content of amino acids, amino sugars, reducing sugars, and starch, and lower
protein and chlorophyll synthesi80O, assimilation rate, and stomatal conductance. The
AN+U supply resulted in the highest dry matter production, urea uptake and
assimilation, and photosynthetic activity. Soybean, corn, wheat, Marandu and Tanzania
were efficient in absorbing urea and its assimilation occurred in corn, Marandu and
Tanzéania roots, and soybeans and wheat shoot. The C4 species had higher urea
assimilation efficiency, and urea uptake and assimilation and photosynthetic capacity

benefitedoy NOz™ supply.
Vil



INTRODUCAO GERAL

A ureia é o fertilizante nitrogenado mais utilizado no mundo e € também um
metabolito derivado do catabolismo da arginina pela enzima arginase, oriundo da
degradacdo de proteinas dentro das plantas. A ureia desempenha o papel de fonte de
nitrogénio (N) absorvido pelas plantas da solucdo do solo e esta envolvida na
remobilizagao de N dos tecidos fonte das plantas.

Como fertilizante, a ureia € comumente aplicada no solo, onde sofre o processo
de hidrdlise, mediado pela enzima urease presente nos microrganismos da solo.
hidrélise da ureia gera carbamato e amoniazjN# na presenca de agua, de forma
espontanea, o carbamato se transforma em €€® NH em amonio (NH'). Como
resultado deste processo, tem-se, primeiramente, a disponibilizacdo da forma amoniacal
de N e de NH', o qual, posteriormente, pode se transformar em nithN) pelo
processo de nitrificacdo. Ambas as formas de N s&o requeridas e possuem suas fungdes
especificas no desenvolvimento das plantas.

A arginina € uma proteina presente em altas concentracbes em 06rgaos de
reserva, como bulbos, tubérculos e raizes de arvores. E o metabdlito mais importante de
reserva de N nas sementes e a Unica fonte endoégena de ureia das plantas. Apos a
germinacao, a arginina é degradada nas mitocondrias e seu catabolismo gera ornitina e
ureia. A ureia é exportada para o citosol e, em seguida, hidrolisada pela uré#sg e o
€ reassimilado pela glutamina sintetase, utilizando o glutamato originado pelo
catabolismo da ornitina como substrato. Todo o N da arginina é incorporado a

glutamina, sendo a urease requerida para mobilizar metade do N da arginina.



As plantas possuem transportadores ativos de alta afinidade (DUR3) de ureia,
envolvidos na absorcédo da ureia da solucdo do solo e no seu transporte interno. Esses
transportadores sdo expressos na membrana plasmética das células da epiderme das
raizes, especialmente em plantas deficientes em N, e sdo responsivos a ureia em
condicbes de baixa disponibilidade de N. Internamente, os transportadores de ureia sao
expressos perto do xilema das raizes e na parte aérea. Adicionalmente, as plantas
possuem transportadores passivos de baixa afinidade de ureia, mediados pelas
aquaporinas e expressos no tonoplasto. A ureia armazenada nos vacuolos ndo esta
sujeita a hidrolise e assimilacédo (Kojima et al., 2007; Mérigout et al., 2008a).

Estudos tém demonstrado que as plantas supridas exclusivamente com ureia
em solucdo nutritiva apresentam menor acumulo de matéria seca e, alguns casos,
sintomas de deficiéncia de N, embora sejam capazes de absorver a ureia de forma
eficiente (Houdusse et al.,, 2005; Houdusse et al., 2007; Mérigout et al.,; 2008a
Mérigout et al., 2008b; Garnica et al., 2009; Guarnica et al., 2010a; Guarnica et al.,
2010b; Cao et al., 2010). A baixa eficiéncia de assimilagdo da ureia tem sido mais
relacionada a auséncia de N@o que a absorcao e hidrolise insuficientes e seu efeito
negativo no desenvolvimento das plantas tem sido reportado em menor intensidade do
gue aguele associado a nutricdo comyNH

A influéncia do N@ nos processos de assimilacdo de N e fotossintese tem sido
verificada com o suprimento de ureia juntamente com @ f®udusse et al., 2007,
Mérigout et al., 2008a; Garnica et al., 2009; Guarnica et al., 2010b; Cao et al.e2010)
esta nutricdo tem aumentando significativamente a eficiéncia de assimilacdo da ureia.
Os efeitos positivos do NOna nutricAo com ureia relacionas®s-ao aumento da
atividade da urease e da assimilagdo dos'Ndterivado da hidrélise da ureia pela
ativacdo da enzima glutamina sintetase (Bradley et al., 1989; Houdusse et al., 2005;
Garnica et al., 2009; Cao et al., 2010) e a inducao da absorcéo de ureia (Mérigout et al.,
2008a; Guarnica et al.,, 2010a). Adicionalmente, baixos teoreBlQie inibem a
expressdo dos genes envolvidos na fotossintese, incluindo a sintese de clorofila e a
degradacdo da proteina (Peng et al., 2007), bem como a expressdo de genes
responsaveis pela sintese de citocinina (Miyawaki et al., 2004; Hirose et al., 2008;
Garnica et al., 2010b), que pode estar relacionada a sintese de auxinas (Garnica et al.,
2010b).

O acumulo de aminoacidos em plantas nutridas unicamente com ureia
frequentemente reportado esta relacionado, provavelmente, ao acumulo dos

aminoacidos glutamina e asparagina, utilizados na translocacdo do N, ocasionando



reducdes na assimilacdo de N em razdo da inibicAdepdivack dos produtos de
assimilacdo (glutamina e asparagina), que ndo sao eficientemente translocados
(Gerendas e Sattelmacher, 1999; Mérigout et al., 2008a; Wang at al., 2008; Cao et al.,
2010; Guarnica et al., 2009; Guarnica et al., 2010a).

As plantas podem assimilar a ureia de maneiras distintas e esses processos
podem estar associados ao metabolismo C3 e C4. Frequentemente, tem-se relatado
maior eficiéncia de utilizacdo da ureia em plantas de metabolismo C4 e sua assimilacao
tem ocorrido nas raizes dessas plantas (Arabdopsis em Mérigout et al., 2008a; milho em
Mérigout et al., 2008b; arroz em Cao et al., 2010). Contrariamente, a assimilacdo da
ureia em plantas C3 tem sido verificada predominantemente nas folhas (trigo em
Guarnica et al.,, 2009 e em Guarnica et al., aD1Plantas de metabolismo C4
apresentam maior eficiéncia fotossintética de utilizacdo de N, em raz&o da alta
concentracdo de Gas células da bainha, a qual inibe a fotorrespiracdo e faz com que
a enzima Rubisco funcione préximo da saturacdo. Dessa forma, a taxa de assimilacao de
CO, em espécies C4 pode ser mantida com apenas ¥ da concentracdo de Rubisco
requerida nas espécies C3 (Friso et al., 2010).

Para verificar as hipéteses de que as plantas de Glgiang max L.), milho
(Zea mays L.), trigo (Triticum aestivum L.), Brachiaria brizantha cv. Marandu e
Panicum maximum cv. Tanzania sdo capazes de absorver e assimilar a ureia e que esta
assimilacdo é diferente entre plantas de metabolismo C3 e C4 e aumentada pelo

suprimento de N@ propds-se 0 estudo a seguir.
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CAPITULO 1 - METABOLISMO DA UREIA EM PLANTAS DE SOJA, MILHO
E TRIGO

RESUMO

A ureia pode ser absorvida e assimilada pelas plantas, embora sua eficiéncia de
utilizacdo seja menor do que a Nbls" e NO&, possivelmente, em decorréncia da
auséncia de N§) e distinta entre plantas de metabolismo C3 e C4. Para verificar estas
hipoteses, plantas de soj@lycine max L.), milho (Zea mays L.) e trigo (Triticum
aestivum L.) foram cultivadas em solucéo nutritiva contemddsNOs (NA), CO(NH.)2

(U), NA+U e em solucdo com auséncia de N e aspectos metabolicos foram estidados.
nutricdo extusiva com ureia resultou em baixa producdo de matéria seca e acumulo de
aminoacidos e aminoacgucares em todas as espécies. O suprimento de NA+U resultou
em maior acumulo de matéria seca e conteudo de ureia. A assimilacdo da ureia ocorreu
na parte aérea das plantas de soja e trigo e nas raizes das plantas milho, as quais
apresentaram maior eficiéncia de utilizacdo de ureia. As espécies C3 apresentaram
menor eficiéncia de assimilacdo de ureia em relacdo ao milho e este processo foi
beneficiado pelo suprimento de Bl@hdependentemente do metabolismo C3/C4.
Palavras-chaves:absorcdo de ureia, assimilacdo de ureia, eficiéncia de utilizacao,

aminoéacidos, aminoacucares, NO

ABSTRACT

Urea can be uptaken and assimilated by plants, althitaigke efficiency is lower than

NHs" and NQ use efficiency, possibly due to the absence ofyNé@nd different
between C3 and C4 plants. In order to verify these hypothesis, soybBlgamd max

L.), corn Zea mays L.), and wheatTriticum aestivum L.) plants were grown in nutrient
solution containingNHsNOz (AN), CO(NH)2 (U), AN+U, and in solution with N
absenceMetabolic aspects were studied. The sole nutrition with urea resulted in low
dry matter production and high content of amino acids and amino sugars in all species.
The AN+U supply showed the highest dry matter production and urea content. Urea
assimilation occurred in soybean and wheat shoot and corn roots, which showed higher
urea use efficiery. The C3 species had lower urea assimilation efficiency compared to

corn and this process has benefitedNi@s supply regardless of the C3/C4 metabolism.



Keywords: urea uptake, urea assimilation, utilization efficiency, amino acids, amino

sugars, N@.

1. INTRODUCAO

A ureia é intensivamente utilizada como fertilizante nitrogenado e, em solos,
proporciona imediata disponibilidade de NHpor meio da hidrélise catalisada pela
enzima urease, e de NQOpela subsequente nitrificagdo. Em solucdo nutritiva, onde a
hidrolise é limitada pela auséncia de microrganismos, plantas de Arabidopsis (Mérigout
et al., 2008a), milho (Mérigout et al., 2008b), trigo (Mérigout et al., 2008b; Guarnica et
al., 2009) e arroz (Cao et al., 2010) se mostraram menos eficientes em assimilar a ureia
do que NH" e NQ&. Nestas condi¢cdes, as plantas supridas apenas com ureia
apresentaram menor crescimento e, em alguns casos, sintomas de deficiéncia de N.

O aumento da eficiéncia de assimilacdo da ureia tem sido reportado na
presenca dBlOz e o efeito benéfico desta forma de N tem sido relacionado ao aumento
da atividade das enzimas envolvidas no metabolismo da ureia (Houdusse et al., 2005;
Houdusse et al., 2007; Mérigout et al., 2008a; Garnica et al., 2009; Guarnica et al.,
2010b; Cao et al., 2010).

A assimilagcéo de ureia pelas plantas foi reportada de maneira distinta entre as
espécies estudadas. Estudos relataram maior eficiéncia de utilizacao da ureia em plantas
de metabolismo C4 e sua assimilacao ocorreu nas raizes dessas plantas (Mérigout et al.,
2008a; Mérigout et al., 2008b). Contrariamente, a assimilacdo da ureia em plantas C3
foi verificada predominantemente nas folhas (Mérigout et al., 2008b). A eficiéncia de
utilizacdo deN é maior em plantas C4, uma vez que menor quantidade da enzima
Rubisco é requerida para a assimilagéo de @®plantas C4 do que em plantas C3. A
maior taxa fotossintética por unidade de N resulta em maiores taxas de desenvolvimento
e de expanséo foliar em gramineas C4 do que em gramineas C3 e dicotiledéneas (Sage
et al., 1987).

Para verificar a hip6tese de que as plantas de soja, milho e trigo sdo capazes de
absorver e assimilar a ureia e seu metabolismo é beneficiado pela presenca e NO
difere entre as plantas de metabolismo C3 e C4, aspectos metabdlicos foram

investigados.



2. MATERIAL E METODOS

Plantas de sojaG{ycine max L.), milho (Zea mays L.) e trigo {Triticum
aestivum L.) foram cultivadas em solucao nutritiva para minimizar a hidrdlise da ureia,
em casa de vegetacdo, com temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16 horas e 80% de

umidade relativa, na University of lllinois at Urbana-Champaign, EUA.

2.1. Periodo pré-experimental

Utilizaram-se plantulas germinadas em leito de areia esterilizada e transferidas
para vasos com solucao nutritiva 15 dias ap6s a germinacdo. Durante o periodo pré-
experimental de 10 dias, a solucao nutritiva continha 4,0, 0,2, 3,2, 4,0, 1,0 e 2,4 mmol/L
de N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente e 2,0, 1,0, 1,0, 0,4, 0,02 e 200 umol/L de B,
Mn, Zn, Cu, Mo e Fe-EDTA, respectivamente (De Bona et al., 2011), sendo renovada a
cada dois dias. O N foi suprido na forma desN8s. Nos primeiros quatro dias, a
solucéo nutritiva possuia a metade dessas concentragdes. O pH da solucdo nutritiva foi

monitorado diariamente, sendo mantido em 5,5 - 6,0.

2.2. Periodo experimental

No periodo experimental de 21 dias as plantas foram mantidas em solucéo

nutritiva contendo 4 mmol/L de N supridos na forma deMNB:s (NA), CO(NH). (U),

NA+U (1 mmol/L de NHNOs + 1 mmol/L de CO(NHE)2) ou em solugdo com auséncia

de N. Cada unidade experimental foi composta de trés vasos, contendo uma plantae 1 L
de solucdo nutritiva por vaso. As solucdes foram renovadas a cada dois dias, com pH
ajustado para 5,5 6,0. Para monitorar possiveis alteracdes na concentracdo de ureia,
oriundas do processo de hidrélise, foram mantidos quatro vasos contendo ureia como
Unica fonte de N, sem a presenca de plantas. O delineamento experimental foi o de
blocos aleatorizados, com quatro repeticoes.

Ao final do periodo experimental, foram obtidas amostras compostas de
segmentos de 2 cm de lamina foliar do terco médio de duas folhas recém-expandidas.
As raizes foram lavadas em &agua ultrapura para a obtencdo das amostras, compostas
pelo terco médio do comprimento de todas as raizes. O material vegetal foi mantido em

nitrogénio liquido e armazenado dneezer (-80 °C). Foram coletadas aliquotas das



solucdes nutritivas para quantificar as concentracdes de ureia,eN¥;, obtidas de

acordo com os métodos utilizados para a avaliagdo do material vegetal.

2.3. Andlises metabdlicas

Para determinar o teor de ureia eNl@s’, a 1,5 g e 0,75 g do tecido vegetal
fresco, finamente moido, respectivamente, adicionou-se 15 mL de &cido férmico 10
mmol/L (< 2°C) e o extrato foi obtido por centrifugacéo (ureia: 22 000 g a 4 °C por 15
min; NGs: 20 000 g a 4 °C por 5 min). A ureia foi determinada de acordo com o método
de difusdo enzimatica, descrito por Marsh et al. (2004). Para isso, em recipiente de vidro
com 10 mL do extrato adicionou-se 1 mL de agua deionizada, contendo 50 mg de
urease, e 50 mg de MgO. O recipiente foi agitado, fechado hermeticamente, mantendo
em seu interior uma placa de petri com 5 mL gB®4 e, em seguida, foi aquecido a 50
°C por 105 min. Na sequéncia, removeu-se a placa de petri com solucé®ieetd N
proveniente da (ureia + NF foi quantificado por titulagdo comBQ; 0,01 mol/L. A
ureia foi estimada subtraindo-se o teor desNébtido em outra amostra. O NHe o
NOs foram determinados segundo o método descrito por Khan et al. (2000). Em
recipiente de vidro com 10 mL do extrato, adicionou-se 1 mL de &cido salicilico,
seguido de 20 mg de MgO e 20 mg de liga de Devarda. O recipiente foi agitado,
fechado hermeticamente, mantendo em seu interior uma placa de petri com 5 mL de
H3:BOs e, em seguida, aquecido a %0 por 2 h. Apos a rengdo da placa de petrg
soluzédo de HBOs foi titulada com HSQO4 0,01 mol/L determinando-se o N proveniente
do (NH4" + NOgz). Para a determigd do NH:", seguiu-se o0 mesmo procedimento
adicionando-se apenas 20 mg de MgO. O teor de fdCestimado por diferenca.

Para determinar os teores de fAlHaminoacidos e aminoacucares, 0,75 g do
tecido vegetal fresco, finamente moido, foi submetido a extracdo etandlica em duas
etapas (etanol 980 mL/L e 800 mL/L). Na determinacdd\Ha*, em recipiente de
vidro com 10 mL do extrato, adicionou-se 20 mg de MgO. O recipiente foi agitado e
fechado hermeticamente, contendo uma placa de petri com 5 mkBd®; Em seu
interior e, em seguida, aquecido a6 por 2 h. Em seguida, removeu-se a placa de
petri e a solugcdo desBOs foi titulada com HSQOs 0,01 mol/L, determinandseo N
proveniente do Nk. Para quantificar o teor de aminoacidos, a 10 mL do extrato
adicionou-se 1 mL de ninidrina e, em seguida, o recipiente de vidro foi aquecido a 100
°C, por 90 min. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de NaOH 10 mol/L e o recipiente,

contendo uma placa de petri com 5 mL dB6k foi fechado e aquecido novamente a



50°C, por 2 h. Posteriormente, pela tittda com BSQ; 0,001 mol/L, determinou-se o

N proveniente dos aminoacidos. Para determinar o teor de aminoaclcares, em
recipiente de vidro com 10 mL do extrato adicionou-se 2 mL de NaOH 10 mol/L. O
recipiente foi fechado hermeticamente com tampa contendo um disco de petri com 5
mL de HBOs e aquecido a 5%, por 5 h. O teor de amingacares foi determinado por
titulometria com HSQ; 0,001 mol/L.

2.4. Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a andlise de varidnceo ¢este de
comparacao multipla de médias de Tukey, admitindo-se significancia ao nivel de 5 % de

probabilidade, utilizando-se o programa estatishiatistical Analysis System.

3. RESULTADOS

A auséncia de NFl e de N@ na solucdo nutritiva com ureia e sem o cultivo
de plantas evidenciou a estabilidade da ureia em solugédo (Tabela 1), indicando que os
processos de hidrdlise e nitrificagdo foram limitados. Assim, a menor concentragdo de
ureia nas solucdes nutritivas com as plantas sugere a absorcdo da ureia pela soja, milho
e trigo. As concentracdes de ureia das solucdes contendo apenas esta fonte de N
evidenciaram a absorgao de 2,91, 382 mmol de ureia pelas plantas de soja, milho
e trigo, respectivamente (Tabela 1). As concentracodd$Hié e de N@ na solucao
nutritiva contendo NENO3z (NA) e NHINOz + CO(NR)2 (NA+U) indicaram que as
plantas absorveram mai0s do queNH4" e a nutrigdo com NA+U resultou em maior

absorcao destas formas de N (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentracdo (mmol/L) de CO@#INHs." e NGO na solugdo nutritiva contendéHsNO3
(NA), CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N), apés 21 d de crescimento das plantagajarsiho e trigo e
sem o cultivo de plantas

Espécies Fonte de N CO(NH,), NH,* NO;y

Concentra¢io (mmol/L)

NA nd 1,22 0,67

Soja (Glycine maxL.) U 172 0.28 0,08
NA+U 0,84 0,75 0,38

NA nd 1,50 0,81

Milho (Zea mays L.) U 0,85 0,32 0,22
NA+U 0,80 1,12 0,52

-N nd nd nd

NA nd 1,68 1,03

Trigo (Triticum aestivum 1..) U 1,31 0,17 0,08
NA+U 0,92 0,78 0,42

-N nd nd nd

Sem planta U 4,63 nd nd

nd = nao detectado

As plantas cultivadas exclusivamente com ureia apresentaram menor acumulo
de matéria seca da parte aérea e da planta (Figura 1). Contudo, em todas as espécies, &
maior producdo de matéria seca foi obtida pelas plantas supridas com KA+U.
acumulo de matéria seca das raizes das plantas nutridas unicamente com ureia foi maior
do que o daquelas supridas com as demais fontes de N e, adicionalmente aos sintomas
visuais, indicou deficiéncia de N.

A variagdo no crescimento das plantas de acordo com a fonte de N relaciona-se
com o teor de N. As plantas supridas com ureia apresentaram menores teores e conteudo
de N do que aquelas supridas com as outras fontes de N (Figura 1). O maior conteudo
de N foi observado no suprimento de NA¢bh todas as espécies, apontando efeito
benéfico do suprimento conjunto de formas organicas e inorganicas de N. O coeficiente
de utilizacdo bioldgica (CUB = 1/teor de N) das plantas de soja, milho e trigo nutridas
apenas com ureia foram de 22,82, 27,09 e 18,27 mg/mg, respectivamente, indicando que
as especie€3 apresentaram menor eficiéncia de assimilacdo de ureia do que o milho,

sendo o trigo a espécie de menor eficiéncia de assimilacdo de ureia.
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Figura 1 - Producéo de matéria seca da raiz, parte aérea etplantcontetdo de N na raiz, parte aérea
e planta, apés 21 d de crescimento das plantas de soja, milho e triggpesta ao suprimento de N na
forma deNHsNOs (NA), CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N). Linhas sobre as barras indicam os desvios
padrbes. Barras com mesma letra para cada uma das partes da planta indicamhqueendifereng
significativa (TukeyP<0,05)

Os maiores teores (Figura 2) de ureia foram obtidos na parte aérea das plantas
de soja e trigo e nas raizes das plantas de milho supridas com NA+U. O contetdo de
ureia (Tabela 2) foi maior nas plantas nutridas com NA+U em todas as espécies. Os
maiores teores de NHforam observados na parte aérea da soja e do trigo e nas raizes
do milho cultivados apenas com ureia (Figura 2). Contudo, o contetdo (Tabela 2) desta
forma de N nédo diferiu estatisticamente entre as fontes de N. As trés espécies
apresentaram teores (Figura 2) e contetdo (Tabela 2) muito baixosstdeaNgarte
aéreae nas raizes das plantas nutridas exclusivamente com ureia. Os maiores teores
desta forma de N na parte aérea e nas raizes foram obtidos com o supriniéhte de
de NA+U na soja e no trigo e com o suprimento de NA® milho (Figura 2) e seu
maior conteudo foi verificado na parte aérea e nas raizes das espécies cultivadas com

NA+U.
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sem N (-N). Linhas sobre as barras indicam os desvios padrdes. @mrasesma letra para cada uma
das partes da planta indicam que n&o houve diferenca significativa (Pske95)

As plantas de soja e trigo supridas com ureia apresentaram maiores teores de
aminoacidos na parte aérea do que nas raizes (Figura 3). As plantas de milho,
diferentemente, apresentaram maiores teores de aminoacidos nas raizes do que na parte
aérea (Figura 3). Todas as espécies apresentaram maior conteudo de aminoéacidos
guando cultivadas exclusivamente com ureia (Tabela 2). Os teores (Figura 3) e
conteudo (Tabela 2) de aminoacucares foram mai@s plantas supridas unicamente
com ureia do que naquelas supridas com as demais fontes de N e estatisticamente iguais

ao cultivo sem o suprimento de N.
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Figura3 - Teor de aminoacidos e aminoaguUcares na raiz e parte apésa2l d de crescimento das
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Tabela 2. Contetdo (mg) de CO(B NH4*, NOs, aminoacidos e aminoacUcares das plantas de soja,
milho e trigo supridas coMH4NOs; (NA), CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N), apds 21 d de crescimento

Espécies Fonte de N CO(NH,), NH," NO; Aminoacidos Aminoagucares

Conteudo (umol)

NA 092+0,03 ¢ 2030 +27a 59485=+74Db 4316 +12Db 2570+ 17b
U 2,14+0,02b 21,36 +2,1a 30,04+33c¢ 5343<+16a 3848 £24a

Soja (Glycine max L.)
NA+U 581 +£0,05a 1996 £ 1.9a 61925 +6.,7 a 4455+ 1,1b 2462+12Db
-N nd nd 1921+11d 7,61 £06 ¢ 19,88 £ 0.8 ¢
NA 182+£0,02¢c 6992+ 32a 125395 +£282b 6033+21b 70,15+£3,7b
U 5,73 +£0,02b 65,55 +47a 83,66+130¢ 7462+13a 11285 +55a

Milho (Zea mays L.)
NA+U 7,84 £ 0,06 a 73,89+41a 178282 +326a 5946+19Db 56,73 +£39¢
-N nd 274+120b 9,99 +0,9d 0,17+0,0 ¢ 41,55 +244d
NA nd 1394 +21a 36851=+122b 1940+08Db 1334 +090b
U 0,96 £0,04 b 1143 £23a 1856=+23¢c 26,35+08a 2182 +0.7a

Trigo (Triticum aestivum L.)

NA+U 1,49 £0,04 a 1478 £ 1,7a 400,48 +8.1 a 2058+11b 1381+11b
-N nd nd 590+0,8d 7,18 +05 ¢ 21,18+09 a

Médias seguidas com a mesma letra néo diferem significativamente a 5 % pelo testyde Tuk
nd = ndo detectado
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4. DISCUSSAO

O menor acumulo de matéria seca (Figura 1) e os sintomas visuais de
deficiéncia deN das plantas nutridas com ureia parece estar mais relacionado a nutricdo
insuficiente de N® (Figura 2), que limitou a assimilacdo da ureia (RA@)r do que a
absorcao ineficiente de ureia pelas plantas e estes resultados foram também reportados
por Geaendas e Sattelmacher (1997), Mérigout et al. (2008a), Mérigout et al. (2008b),
Wang at al. (2008), Guarnica et al. (2009), Guarnicd €2@10a) e Cao et al. (2010)

Os teores de N das plantas supridas com ureia (Figura 1) foram superiores ao teor médio
adequado de 30 e 40 g/kg de N para a producdo de milho e trigo e de soja,
respectivamente, indicando que a absorcéo de ureia supriu a demanda de N das plantas.

O efeito benéfico ddNOs, possivelmente, estd relacionado ao aumento da
atividade da urease e da assimilagdo dos'Nd¢rivado da hidrélise da ureia pela
ativacdo da enzima glutamina sintetase (Bradley et al., 1989; Houdusse et al., 2005;
Garnica et al., 2009; Cao et al., 2010) e a inducéo da absorcao de ureia (Mérigout et a
2008a).

Os maiores teores (Figura 2) de aminoacidos nas folhas do que nas raizes das
plantas de soja e trigo sugerem que a assimilacdo da ureia ocorreu predominantemente
nas folhas, resultados também constatados por Cao et al. (2010) e Guarnica et al.
(2010a). Contrariamente, os maiores teores de aminoacidos nas raizes do que nas folhas
das plantas de milho indicam que a assimilacdo da ureia ocorreu predominante nas
raizes e estes resultados foram também relatados por Mérigout et al. (2008b) e em
plantas de Arabidopsis (Mérigout et al., 2008a). O acumulo de aminoacidos (Figura 3 e
Tabela 2) nas plantas nutridas unicamente com ureia esta relacionado, provavelmente,
ao acumulo dos aminoacidos glutamina e asparagina, utilizados na translocacédo do N,
ocasionando reducdes na assimilacdo de N em razao da inibicdo por feedback dos
produtos de assimilagdo (glutamina e asparagina), que nao sao eficientemente
translocados (Gerendas e Sattelmacher, 1999; Mérigout et al., 2008a; Wang at al., 2008;
Cao et al., 2010; Guarnica et al., 2009; Guarnica et al., 2010a).

Plantas de metabolismo C4 apresentam maior eficiéncia fotossintética de
utilizacdo de N, em razdo da alta concentracdo der@® células da bainha, a qual
inibe a fotorrespiracéo e faz com que a enzima Rubisco funcione préoximo da saturacao.
Dessa forma, a taxa de assimilacdo de: €@ espécies C4 pode ser mantida com
apenas Y4 da concentracdo de Rubisco requerida nas espécies C3 (Friso et al., 2010). De

fato, as plantas de milho apresentaram maior eficiéncia de utilizacéo da ureia, seguidas
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pelas plantas de soja e trigo, e também mostraram maior capacidade de absorcdo da
ureia. Apesar de ser uma planta de metabolismo C3, a soja apresentou maior eficiéncia
de utilizacdo da ureia e tal constatacado pode estar relacionada a presenca de dois genes
codificadores da enzima urease (Witte, 2011), enquanto que as demais espécies

possuem apenas um.

5. CONCLUSOES

As plantas de soja, milho e trigo cultivadas em solugéo nutritiva foram capazes
de absorver e assimilar a ureia. A assimilacado da ureia ocorreu de maneira distinta entre
as espeécies, sendo preferencialmente assimilada nas folhas de soja e trigo e nas raizes de
milho. As plantas de milho apresentaram maior eficiéncia de utilizacdo da ureia e esta
constatacdo esta relacionada ao metabolismo C3/C4. O menor acumulo de matéria seca
observado nas plantas nutridas exclusivamente com ureia pode estar relacionado ao

suprimento insuficiente de NQque parece ter limitado a assimilagao de N.
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CAPITULO 2 - RESPOSTAS FISIOLOGICAS E METABOLICAS DE
PLANTAS FORRAGEIRAS TROPICAIS A NUTRICAO COM UREIA

RESUMO

Certas espées podem absorver e assimilar a ureia e a nutricdo com esta forma de N
pode causar efeitos negativos no desenvolvimento das plantas. Alguns autores sugerem
que o N@ pode modificar a absorcéo e a assimilacdo de ureia. Para verificar estas
hipoteses, plantas dBrachiaria brizantha cv. Marandu ePanicum maximum cv.
Tanzania foram cultivadas em solucao nutritiva contedeiaNOsz (NA), CO(NH)2

(U), NA+U e em solucdo com auséncia de N e aspectos fisiolégicos e metabdlicos
foram estudados. Os resultados indicaram que a ureia foi absorvida e assimilada pelas
raizes das plantas e seu suprimento exclusivo resultou em menor acumulo de matéria
seca, acumulo de aminoacidos, acucares e amido e reducédo da sintese de @roteinas
clorofila, taxa de assimilacdo de £®condutancia estomatica. O suprimento de NA+U
proporcionou a maior producdo de matéria seca das plantas e resultou em aamento d
absorcéo e assimilacédo da ureia e da atividade fotossintética. As plantas de Marandu e
Tanzania foram eficientes em absorvem ureia e sua assimilacdo e capacidade
fotossintética foram beneficiadas pelo suprimento de.NO

Palavras-chaves:absorcdo de ureia, assimilacdo de umdi@s, clorofila, assimilacao

de CQ, aminoacidos, proteina, agucares, amido.

ABSTRACT

Certain plant species can uptake and assimilate urea and urea nutrition can cause
negative effects on plant development. Some authors suggelOfiatan modify urea

uptake and assimilatioin order to verify these hypothes&sachiaria brizantha cv.
Marandu andPanicum maximum cv. Tanzania plants were grown in nutrient solution
containingNH4sNO3z (AN), CO(NH).2 (U), AN+U, and in solution with N absence
Physiological and metabolic aspects were studied. Results indicated that urea was
uptake and assimilated by plant roots and its sole supply resulted in lower dry matter,
high content of amino acids, reducing sugars and starch, and lower protein and
chlorophyll synthesisCO, assimilation rate, and stomatal conductance. ANe-U

supply provided the highest dry matter plant production, uptake and assimilation of urea
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and photosynthetic activity. Marandu and Tanzania plants were efficient in absorbing
urea and its assimilation and photosynthetic capacity benéfitdte NO3™ supply.
Keywords: urea uptake, urea assimilatiosiOs’, chlorophyll, CO, assimilation, amino

acids, protein, sugars, starch.

1. INTRODUCAO

A ureia é o fertilizante nitrogenado mais utilizado na agricultura, representando
mais da metade do N aplicado para a producdo agricola mundial. No solo, a ureia é
hidrolisada pela enzima urease, produzida por microrganismosHam ficando este
ion sujeito a nitrificacéo. Assim, a fertilizagdo com ureia disponibiliza simultaneamente
para as plantas CO(NH, NHs* e N&™ por, pelo menos, curtos periodos de tempo.

Estudos demonstram que plantas de Arabidopgisiérigout et al., 2008a),
milho (Mérigout et al., 2008b), trigo (Mérigout et al., 2008b; Guarnica et al., 2009,
Guarnica et al., 2010a), pimenta (Guarnica et al.,, 2009) e arroz (Cao et al., 2010),
qguando cultivadas em solucdo nutritiva (condicdo em que a reacdo de hidrélise €
limitada pela auséncia de microrganismos), foram capazes de absorver a ureia e
hidrolisa-la de forma eficiente. No entanto, o suprimento exclusivo de ureia como fonte
de N resultou em menor crescimento das plantas e, em alguns casos, sintomas de
deficiéncia de N, indicando que sua eficiéncia de assimilacdo foi inferior a feeNH
NOs".

A baixa eficiéncia de assimilacdo da ureia tem sido mais relacionada a
auséncia d&Oz” do que a absorcado e hidrolise insuficientes e seu efeito negativo no
desenvolvimento das plantas tem sido reportado em menor intensidade do que aquele
associado a nutricdo com hHHoudusse et al., 2005; Houdusse et al., 2007). Em
decorréncia da influéncia do NOhos processos de assimilacdo de N e fotossintese, o
suprimento de ureia juntamente com o3N@omoveu maior acimulo de matéria seca
nas plantas (Houdusse et al.,, 2007; Mérigout et al., 2008a; Garnica et al., 2009
Guarnica et al., 2010b; Cao et al., 2010), aumentando significativamente a eficiéncia de
assimilacao da ureia.

Para verificar a hipotese de que as plantasBidehiaria brizantha cv.
Marandu ePanicum maximum cv. Tanzania sdo capazes de absorver e assimilar a ureia
e seu metabolismo é beneficiado pela presenca dg, Md€pectos fisioldgicos e

metabolicos foram investigados.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as espéciBsachiaria brizantha cv. Marandu ePanicum
maximum cv. Tanzania, cultivadas em solucdo nutritiva para minimizar a hidrélise da
ureia. O experimento foi conduzido em camara de crescimento climatizada, com
temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16 horas, 80% de umidade relativa e iluminacao
de 200 pmol/rfs.

2.1. Periodo pré-experimental

Utilizaram-se plantulas germinadas em leito de arg&ikzada e transferidas
para vasos com solucao nutritiva 10 dias ap0s a germinacgdo. Durante o periodo pré-
experimental de 10 dias, as plantas foram cultivadas em solug&o nutritiva contendo 4,0,
0,2, 3,2,4,0,1,0 e 2,4 mmol/L 8 P, K, Ca, Mg e S, respectivamente e 2,0, 1,0, 1,0,
0,4, 0,02 e 200 pmol/L de BIn, Zn, Cu, Mo e Fe-EDTA, respectivamente (De Bona et
al., 2011), renovada a cada dois dias. O N foi suprido na formdHINO3. Nos
primeiros quatro dias, a solugdo nutritiva possuia a metade dessas concentracfes. O pH
da solucdo nutritiva foi monitorado diariamente, sendo mantido em 5,5-6,0. Esse
procedimento permitiu isentar os resultados de possiveis efeitos oriundos da alteracao

do pH devido a adubacao nitrogenada.

2.2. Periodo experimental

Paa o periodo experimental de 21 dias, as plantas foram mantidas em solucéo
nutritiva contendo 4 mmol/L de N supridos na forma deMNBs (NA), CO(NH). (U),
NA+U (1 mmol/L de NHNO3 + 1 mmol/L de CO(NK)2) e em solugdo com auséncia
de N. Cada unidade experimental foi composta de trés vasos contendo 1 L de solucéo
nutritiva e uma planta por vaso. As solucdes foram renovadas a cada dois dias, com pH
ajustado para 5,5 6,0. Para monitorar possiveis alteracdes na concentracdo de ureia,
oriundas do processo de hidrolise, foram mantidos quatro vasos contendo a solugéo
nutritiva completa com ureia, sem o cultivo de plantas. O delineamento experimental foi
o de blocos aleatorizados, com quatro repeticoes.

Ao final do periodo experimental, determinou-se a taxa de assimilagéo liquida
de carbono A, pmol/nf/s CQ), condutancia estomaticags( mol/m?/s HO) e

concentracdo interna de edCi, pmol/mol CQ), utilizando-se o medidor de
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fotossintese portétil, modelo LI-6400, com intensidade de luz na camara foliar de 2000
umol/m?/s e concentragdo média de £ 350 pmol/mol. Foram obtidas amostras
compostas de segmentos de 2 cm de lamina foliar do terco médio de duas folhas recém-
expandidas. As raizes foram lavadas em agua ultrapura para a obtencdo das amostras,
compostas pelo terco médio do comprimento de todas as raizes. O material vegetal foi
mantido em nitrogénio liquido e armazenado em freezer (-80 °C). Foram coletadas
aliquotas das solucdes nutritivas para quantificar as concentragfes de urgi@ NH

NOs, obtidas de acordo com os métodos utilizados para a avaliacdo do material vegetal.

2.3. Andlises metabdlicas

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl. Para
determinar o teor de ureia e de NG 100 mg e a 50 mg do tecido vegetal fresco
finamente moido, respectivamente, adicionou-se 1 mL de acido férmico 10 mmol/L (<
2 °C) e o extrato foi obtido por centrifugacao (ureia: 22 000 g a 4 °C por 15 min; NO
20 000 g a 4 °C por 5 min). A ureia foi determinada de acordo com método descrito por
Mérigout et al. (2008a). Para isto, a 30 pL do extrato, adicionou-se 1 mL da solucdo
acida (200 mL/L de 8Os € 0,6 mL/L de FeGI6H0 74 mmol/L em solugdo 90 mL/L
de HKPQy), 1 mL da solugdo para o desenvolvimento de coloragdo (70 mL/L de
diacetilmonoxima 0,2 mol/L e 70 mL/L de tiosemicarbazida 0,05 mol/L) e 1 mL de
agua ultrapura. As amostras foram incubadas por 15 min a 99 °C e esfriadas por 5 min
no gelo, anteriormente a quantificacdo por espectrofotometria de absor¢cdo molecular
(540 nm). O N@ foi determinado segundo o método descrito por De Bona et al.
(2011), adicionando-se a 80 pL do extrato, 160 pL de solucédo 10 g/L de acido salicilico
dissolvido em HSOs e 160 pL de agua ultrapura. Esta mistura permaneceu em repouso
por 20 min no gelo e, posteriormente, adicionou-se 1,8 mL de solucdo de NaOH 4
mol/L resfriada (< 2 °C). ONOs foi quantificado por espectrofotometria de absorcéo
molecular (410 nm).

Para determinar os teores de AlHlorofila, aminoacidos, glicose, frutose e
sacarose, proteina e amido, 50 mg do tecido vegetal fresco finamente moido, foram
submetidos a extracdo etanélica em duas etapas (etanol 980 mL/L e 800 mL/Ly. O NH
foi determinado pelo método colorimétrico fenol hipoclorito (reacdo de Berthelot), por
espectrofotometria de absorcdo molecular (625 nm), de acordo com Weatherburn
(1967). O teor de clorofila foi obtido pela leitura de 50 pL do extrato etandlico em
comprimentos de onda de 645 nm e 665 nm. Para quantificar o teor de amin@acidos,
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50 uL do extrato etandlico, adicionou-se 50 puL do tampéao citrato/NaOH 1 mol/L (pH
5,2) com &cido ascorbico 20 g/L e 100 pL de solugéo de 10 g/L de ninidrina em solucéo
700 mL/L de etanol. As amostras foram aquecidas a 95 °C por 20 min e agitadas (10
000 g por 10 s) e, posteriormente, a determinacdo se deu por espectrofotometria de
absorcdo molecular (550 nm). Para quantificacdo dos acucares, a 50 pL do extrato
etandlico, adicionou-se 160 pL de misturasdolugdes: 15,5 mL de tampédo
HEPES/KOH 1 mol/L pH 7, 480 puL ATP, 480 uL NADP e 80 pL G6PDH. O volume

de 1 puLdas enzimas hexoquinase, isomerase fosfoglicose e invertase foram adicionadas
sucessivamente. A quantificacéo foi por espectrofotometria de absorcdo molecular (340
nm), com cinética de 2 h e medi¢des a cada min.

Para quantificar os teores de proteina e amido, utilizaram-se os pellets
formados na extracdo etandlica. Para a extracdo da proteina, aos pellets, adicionaram-se
400 pL de NaOH 0,1 mol/L, agitando-se vigorosamente, &9por 30 min e, em
seguida, resfriados a temperatura ambiente. Posteriormente, as misturas foram
novamente agitadas (16 000 g por 5 min). A 3 pL do extrato sobrenadante, adicionou-se
180 pL da solucdo padrdo Bradford e determinou-se o teor de proteina por
espectrofotometria de absor¢cdo molecular (595 nm). O extrato para a determinacédo do
amido foi obtido pela adi¢éo de 80 pL de HCI 0,5 mol/L aos pellets. Aliquotas de 40 pL
do extrato receberam 60 pL da mistura de degradacdo do amido (500 pL
amiloglicosidase e 5 uL de amilase, centrifugados a 16 000 g por 2 min e dilmidos e
25 mL de tampéo acetato 50 mmol/L) e foram incubadas @ 3Jor 12 h. Para a
determinacdo do amido, a 25 pL do extrato, adicionou-se 160 pL da mistura de
determinacao da glicose (15,5 mL de tamp&o HEPES/KOH 1 mol/L pH 7, 480 uL ATP,
480 pL NADP e 80 uL G6PDH) e a quantificacdo ocorreu por espectrofotometria de
absorcdo molecular (340 nm) com cinética de 1 h e medi¢cdes a cada min, com a adi¢cao

de 2 uL de hexoquinase (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008).
2.4. Andlises estatisticas
Os resultados foram submetidos a analise de varidncao déeste de

comparacao multipla de médias de Tukey, admitindo-se significaAncia ao nivel de 5 % de

probabilidade, utilizando-se o programa estatishatistical Analysis System.
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3. RESULTADOS

A andlise das solucdes nutritivas evidenciou a estabilidade da ureia em solucéo,
uma vez que a baixa concentracdo desNHa auséncia de NOna solugdo nutritiva
com ureia e sem o cultivo de plantas (Tabela 1) ingitgue os processos de hidrdlise
e nitrificacdo foram limitados. Desta forma, a menor concentracdo de ureia nas solugdes
nutritivas com o cultivo das espécies forrageiras indica a absorcdo da ureia pelas
plantas. As concentracdes de ureia das solucbes contendo apenas esta fonte de N
evidenciaram a absorcéo de 2,90 e 2,68 mmol de ureia pelas plantas de Marandu e
Tanzénia, respectivamente (Tabela 1). As concentrac@dbigee de N@ na solucao
nutritiva contendo NENO3 (NA) e NHiNO3z + CO(NH)2 (NA+U) indicaram que as
plantas absorveram mai0s do queNH4* e a nutrigdo com NA+U resultou em maior
absorcao destas formas de N (Tabela 1).
Tabela 1. Concentracdo (mmol/L) de CO@BHINH." e NO na solucdo nutritiva contendéHsNO3

(NA), CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N), apos 21 d de crescimead® espécies forrageiras e sem o
cultivo de plantas

Espécies Fontede N CO(NH,), NH,* NOj;
Concentracio (mmol/L)
NA nd 2.54 0,19
U 1,92 0,09 nd
Brachiaria brizantha cv. Marandu

NA+U 0.97 1,83 0,08

-N nd 0,12 nd

NA nd 2.76 0,15

U 2,14 0,07 nd

Panicum maximum cv. Tanzinia

NA+U 0,92 1,68 0,07

-N nd 0,17 nd

Sem planta U 4,82 0,07 nd

nd = nao detectado

As plantas nutridas com ureia apresentaram menor producao de matéria seca da
parte aérea éa planta e maior acimulo de matéria seca das raizes em relacdo aos
demais suprimentos de N (Figura 1). A maior produ¢cdo de matéria seca das plantas foi
obtida com o suprimento de NA+b qual também proporcionou 0s maiores teeres
conteudo de N das plantas forrageiras (Figura 1). Os teores e conteudo de N das plantas
supridas unicamente com ureia foram menores e ambas as plantas forrageiras
apresentaram sintomas visuais de deficiéncia de N quando cultivadas somente com esta

fonte de N. Os menores teores de N evidenciaram a menor absorgéo de ureia em relagao
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as demais fontes (Figura 1) contudo, ndo sugerem capacidade de absorcao limitada de

ureia.
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Figura 1 - Producédo de matéria seca da raiz, parte aérea e planta, teordoamtdina raiz, laminas de
folhas recém-expandidasplantas, apés 21 d de crescimento das espécies forrageiras, em resposta ao
suprimento de N na forma tHsNOs (NA), CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N). Linhas sobre as barras
indicam os desvios padrdes. Barras com mesma letra para cada uma das partesiddigdamigue nao

houve diferenca significativa (Tukely<0,05)

O fornecimento de NA+U resultou em maiores teores de ureia e estes valores
foram mais altos nas raizes do que nas folhas das plantas (FighsgpRntas nutridas
com NA+U apresentaram o maior contetudo de ureia, evidenciando maior assimilagéo
de ureia (Tabela 2). Os teores de4NHas folhas e raizes das plantas de Marandu foram
equivalentes, independentemente da forma de N em solug¢do, assim como nas raizes das
plantas de Tanzania (Figura 2). JaA o maior teor d¢" N&k folhas da Tanzania foi
obtido no tratamento NA+U. O conteudo de Midas plantas cultivadas com ureia e
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com NA néo diferiram estatisticamente entre si e o maior contetdo desta forma de N foi
observado com o suprimento de NA+U (Tabela 2). Ambas as espécies apresentaram
teores (Figura 2) e conteudo (Tabela 2) muito baixos d¢ N3 folhas e raizes das
plantas nutridas exclusivamente com ureia e 0s maiores teores e conteudo desta forma
de N foram obtidos com suprimento de NA+U.

Com o suprimento Unico de ureia, as plantas forrageiras apresentaram maiores
teores de aminoé&cidos nas raizes do que nas folhas (Figura 3) no entanto, o contetudo de
aminoacidos nao diferiu estatisticamente entre as fontes de N (Tabela 2). Dentre os
fornecimentos de N, a nutricdo exclusiva com ureia resultou em menores teores (Figura
3) e conteudo (Tabela 2) de proteina nas plantas e este resultado indica uma limitacao
metabdlica na assimilagcdo de ureia.

Ambas as espécies nutridas com NA+U apresentaram o0s maiores teores de
clorofila, taxa de assimilagdo de €@A) e condugdo estomaticays € menor
concentracao interna de (i) (Figura 4). Em relacdo as demais fontes de N, a ureia
proporcionou a menor taxa de assimilacdo de, @Oconducdo estomatica e,
consequentemente, a maior concentracdo interna de(E@Qura 4), e também os
maiores teores de aclcares e amido (Figura 5). A menor taxa de assimilacdoede CO
conducédo estométicgs das plantas supridas apenas com ureia resultou em acumulo de
acucares e amido e estas limitacdes estomatica e bioquimica foram determinantes para a

producao de matéria seca.
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Figura 2— Teor de CO(NH)2, NH4* e NOs na raiz e laminas de folhas recém-expandidas, apos 21 d de
crescimento das espécies forrageiras, em resposta ao suprimento de N na foibhdN@e (NA),
CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N). Linhas sobre as barras indicam os depuithies. Barras com
mesma letra para cada uma das partes da planta indicam que ndo houve diferdicgdivag(Tukey,
P<0,05)
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Figura3 - Teor de aminoacidos e proteinas na raiz e laminas de folhas recéndlidag apos 21 d de
crescimento das espécies forrageiras, em resposta ao suprimento de N na foibhdN@e (NA),
CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N). Linhas sobre baras indicam os desvios padrdes. Barras com
mesma letra para cada uma das partes da planta indicam que ndo houve difardicgaivagTukey,
P<0,05)

Tabela 2.Conteudo (mg) de CO(NHp, NH4*, NOs, amino&cidos e proteinas das espécies forrageiras
sypridas comNH4NOs (NA), CO(NH)2 (U), NA+U e sem N (-N), apéds 21 d de crescimento

Espécies Fonte de N CO(NH,), NH,* NO;y Aminoacidos Proteinas

Conteado (umol)

NA 032+001¢ 591+0,7b 12861 +12,6b 1231 +12b 108,07+92a
U 0,98 £0,03 b 497+08b 491+08 ¢ 1827 +09a 69,94 +78Db
Brachiaria brizantha cv. Marandu
NA+U 1,65+0,02 a 7,03+02a 162,07+98a 1412+13b 11473 +87a
-N 0,11+0,01d 2,64+02¢ 270+03d 1,56 £03 ¢ 4197+£54¢
NA 0,30 £0,01 ¢ 928 +0,6b 18998 +89b 1940+13b 15738=+9.7a
U 1,39 +£0,02 b 7,90 £08 b 8,16 1,1 ¢ 2820+13a 9274 +72Db
Panicum maximum cv. Tanzinia
NA+U 2,04 +002a 1095 +04a 22547 +114a 2200+09b 17463 +102a
-N 0,14 +0,01d 443+02c¢ 149+0,71,0d 257=+0,6¢c 4693 +£76¢

Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem significativamente a 5 % pelo testyde Tuk
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29



4. DISCUSSAO

Embora a ureia seja absorvida e metabolizada pelas plantas, menor acumulo
de matéria seca e sintomas de deficiéncia de N tém sido reportados quando a ureia &
fornecida exclusivamente em solucdo nutritiva (Gerendas e Sattelmacher, 1997,
Mérigout et al., 2008a; Guarnica et al., 2009, Guarnica et al., 2010a; Cao et al., 2010,
Witte, 2011, Polacco et al., 2013). A menor producdo de matéria seca (Figura 1)
observada nas plantas supridas com ureia parece estar mais relacionada ao suprimento
insuficiente de N®@ (Figura 2), que limitou a assimilacdo da ureia (Figura 3) e a
atividade fotossintética e seus processos associados (Figuras 4 e 5), do que a limitacdo
da absorcdo de ureia, uma vez que os teores de N apresentados (Figura 1) foram
superiores ao teor médio de 20 g/kg de N considerado adequado para a producao de
gramineas tropicais.

Os maiores teores e contetdo de ureia das plantas nutridas com NA+U (Figura
2 e Tabela 2) indicaram que a absorgéao e a assimilagdo de ureia foram favorecidas na
presenca de NA. As plantas supridas com NA+U tem apresentado maior acumulo de
matéria seca, 0 que parece, ao menos parcialmente, estar relacionado a presegica de NO
nas plantas (Mérigout et al., 2008a; Guarnica et al., 2009, Guarnica et ah). 2040
efeitos positivos do N® na nutricdo com ureia podem estar relacionados ao aumento
da atividade da urease e da assimilacdo de" Mirivado da hidrélise da ureia pela
ativacdo da enzima glutamina sintetase (Bradley et al., 1989; Houdusse et al., 2005;
Garnica et al., 2009; Cao et al., 2010) e a inducéo da absorcao de ureia (Mérigout et a
2008a; Guarnica et al., 2010a), como indicado por este estudo.

Ambas as espécies apresentaram raateores e conteido de aminoacidos nas
raizes do que nas folhas (Figura 3 e Tabela 2), sugerindo que a assimilacdo da ureia
ocorreu predominantemente nas raizes. Resultados semelhantes foram constatados em
Arabidopsis e milho (Mérigout et al., 2008a; Mérigout et al., 2008b), embora em arroz e
trigo a assimilacéo de ureia tenha ocorrido na parte aérea das plantas (Cao et al., 2010;
Guarnica et al., 20090 acumulo de aminoacidos, e a consequente reducdo da sintese
de proteinas, em plantas nutridas unicamente com ureia esta relacionado,
provavelmente, ao acumulo dos aminoacidos glutamina e asparagina, utilizados na
translocacao do N, ocasionando reduc¢des na assimilagdo de N em razao da inibicao por
feedback dos produtos de assimilacdo (glutamina e asparagina), que nao Sao
eficientemente translocados (Gerendas e Sattelmacher, 1999; Mérigout et al., 2008a;
Wang at al., 2008; Cao et al., 2010; Guarnica et al., 2009; Guarnica et al., 2010a).
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As plantas de Marandu e Tanzania supridas apenas com ureia apresentaram
menor atividade fotossintética (Figura 4) e maior acimulo de agucares e amido (Figura
5) e estas limitacbes estomatica e bioquimica, responsaveis pela menor producdo de
matéria seca, possivelmente, também estdo relacionadas a presencs. dd X0
teor de N@ inibe a expresséo dos genes envolvidos na fotossintese, incluindo a sintese
de clorofila e a degradacéo da proteina (Peng et al., 2007), bem como a expressdo de
genes responsaveis pela sintese de citocinina (Miyawaki et al., 2004; Hirose et al., 2008;
Garnica et al., 2010b), que pode estar relacionada a sintese de auxinas (Garnica et al.,
2010b). A reducéo da taxa de assimilagdo de €3th também associada ao alto teor de
acucares e amido nas folhas, acumulados devido a baixa demanda por esses metabalitos.
Alto teor de carboidratos, particularmente hexoses, inibe a transcricdo de genes que
codificam as enzimas envolvidas na fotossintese e seu acumulo nos cloroplastos

dificulta a chegada dB80O, aos sitios de carboxilacdo da Rubisco (Rolland et al., 2006).

5. CONCLUSOES

Em condigbes de cultivo em solugdo nutritiva, a ureia foi absorvida e
assimilada pelas raizes das plantas de Marandu e Tanzéania. Apesar da absorcédo
eficiente, a nutricdo exclusiva com ureia resutoumenor acumulo de matéria seca e
sintomas de deficiéncia de N, possivelmente, resultado do suprimento insuficiente de
NOs. A presenca desta forma de N aumentou a absorgdo e assimilagdo de ureia e a
atividade fotossintética das plantas, resultando em maior producédo de matéria seca.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bradeley, D.P.; MorgarM.A. e O’Toole, P. Uptake and apparent utilization of urea and
ammonium nitrate in wheat seedlings. Fertilizer Research, 28941989.

Cao, F.Q.; Werner, A.K.; DahnckeK.; et al. Identification and characterization of
proteins involved in rice urea and arginine catabolism. Plant Physiology, 154088
2010.

De Bona, F. D., Fedoseyenco, D., Wirén, N., Monteiro, F. A. Nitrogen utilization by
sulfur-deficient barley plants depends on the nitrogen form. Environmental and
Experimetal Botany, 74: 237-244, 2011.

Garnica, M.; Houdusse, F.; Yvid.C.; et al. Nitrate modifies urea root uptake and

assimilation in wheat seedlings. Journal of the Science Food and Agriculture—89: 55
62, 2009.

31



Garnica, M.; Houdusse, F.; Zamarreno, A.M.; et al. Nitrate modifies the assimilation
pattern of ammonium and urea in wheat seedlings. Journal of the Science Food and
Agriculture, 90: 357369, 2010a.

Garnica, M.; Houdusse, F.; Zamarreno, A.M.; et al. The signal effect of nitrate supply
enhances active forms of cytokinins and indole acetic content and reduces abscisic acid
in wheat plants grown with ammonium. Journal of Plant Physiology, 167: 1264-1272,
2010b.

Gerendés, J.; Sattelmacher, Bgrffficance of N source (urea vs. NHsNOs) and Ni
supply for growth, urease activity and nitrogen metabolism of zucdbuaufbita pepo
convar. giromontiina). Plant and Soil, 196: 2222, 1997.

Hirose, N.; Takey, K.; Kuroha, T.; et al. Regulation of cytokinin biosynthesis,
compartmentalization and translocation. Journal of Experimental Botany 583,75
2008.

Houdusse, F.; Zamarreno, A.M., Garnica, M.; et al. The importance of nitrate in
ameliorating the effects of ammonium and urea nutrition on plant development: the
relationships with free polyamines and plant proline contents. Functional Plant Biology
32: 10571067, 2005.

Houdusse, F.; Garnica, M.; Garcia-Mina, J.M. Nitrogen fertilizer source effects on the
growth and mineral nutrition of peppeCdpsicum annuum L.) and wheat Triticum
aestivum L.). Journal of the Science Food and Agriculture, 87:20995, 2007.

Mérigout, P; Gaudon, V.; Quilleré, I.; et al., Physiological and transcriptomic aspects of
urea uptake and assimilation in Arabidopsis plants. Plant Physiology, 14712385
2008a.

Mérigout, P; Lelandais, F.; Bitton, F.; et al., Urea use efficiency of hydroponically
grown maize and wheat. Journal of Plant Nutrition, 31423, 2008b.

Miyawaki, K.; Matsumoto-Kitano, M.; Kakimoto, T. Expression of cytokinin
biosynthetic isopentenyltransferase genes in Arabidopsis: tissue specificity and
regulation by auxin, cytokinin, and nitrate. Plant Journal, 37:128-138, 2004.

Peng, M.; Bi, Y.; Zhu, T.; et al. Genome-wide analysis of Arabidopsis responsive
transcriptome to nitrogen limitation and its regulation by the ubiquitin ligaseNjeAhe
Plant Molecular Biology, 65: 77597, 2007.

Polacco, J.C.; Mazzafera, P.; Tezotto, T. OpinioNickel and urease in plants: Still
many knowledge gaps. Plant Science, 199-200: 79-90, 2013.

Rolland, F.; Baena-Gonzales, E.; Sheen, J. Sugar sensing and signaling in plants:
conserved and novel mechanisms. Annual Review of Plant Biology, 577@®,52006.

Sienkiewicz-Porzucek, A.; Nunes-Nesi, A.; Sulpice, R.; et al. Mild reductions in
mitochondrial citrate synthase activity result in a compromised nitrate assimilation and
reduced leaf pigmentation but have no effect on photosynthetic performance or growth.
Plant Physiology, 147: 11827, 2008.

32



Wang, W.H.; Kohler, B.; @ F.Q.; et al. Molecular and physiological aspects of urea
transport in higher plants. Plant Science, 175:-487, 2008.

Weatherburn, M.W. Phenol-hypochlorite reaction for determination of ammonia.
Analytical Chemstry, 39: 97974, 1967.

Witte, C. P. Urea metabolism in plants. Plant Science, 180: 431-438, 2011.

33



CONSIDERACOES GERAIS

A compreensdo do metabolismo, envolvendo a absacdassimilacdo da
ureia em plantas, € necessaria para avaliar sua contribuicdo para a nutricao nitrogenada.
Em razdo da importancia da ureia como fonte de N para a agricultura, novos
experimentos envolvendo a determinacdo da atividade das enzimas urease, nitrato
redutase e glutamina sintetase e do perfil de aminoacidos sdo precisos para investigar as
rotas metabdlicas da ureia e a influéncia dos'Nfa absor¢cédo e assimilacdo da ureia

pelas plantas.
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