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RESUMO

VERIATO, Florence Taciana Veriato. Metabolismo de carbono de plantas forrageiras
tropicais. Itapetinga, BA: UESB, 2017. 92 p. Tese. (Doutorado em Zootecnia, Area de
Concentracdo em Producdo de Ruminantes).*

A constituicdo do espaco forrageiro engloba tanto o aspecto morfoldgico e estrutural
quanto a bioquimica e fisiologia das plantas cultivadas. A interacdo dos fatores bioticos
e abidticos refletem, nas respostas, aos diferentes estimulos, podendo alterar o
metabolismo de carbono e a particdo dos fotoassimilados em diferentes estadios de
desenvolvimento. No primeiro capitulo, objetivou-se avaliar a atividade enzimatica de
invertases e amilases Capim Marandu sob diferentes niveis de sombreamento e na
presenca ou auséncia de adubacdo nitrogenada. No segundo capitulo, objetivou-se avaliar
a atividade enzimatica de invertases e amilases Estilosantes Campo Grande sob diferentes
niveis de sombreamento e na presenca ou auséncia de adubacéo fosfatada. E no terceiro,
objetivou-se avaliar a atividade das enzimas invertases acida e neutra em plantas de
Estilosantes Campo Grande sob influéncia do sistema de cultivo e adubacdo nitrogenada,
em duas estacbes do ano. Os experimentos do primeiro e segundo capitulo foram
realizados em casa de vegetacdo no periodo de 01 de julho a 09 de novembro de 2016,
localizada na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em esquema fatorial 4 x 2,
sendo 4 niveis de sombreamento (0%, 30%, 50% e 80% de sombreamento) e, com e sem
adubacéo nitrogenada de 100 kg N.ha* ( capitulo I) e adubacéo fosfatada de 150 kg
P,0s.ha! (capitulo 1) em um delineamento em blocos ao acaso, totalizando 32 vasos
plasticos e periodo experimental de 84 dias. Foi avaliado a atividade das enzimas
invertase neutra do citossol (INC), &cida do vactolo (IAV) e acida da parece celular
(IAPC), os teores de acUcares redutores e atividade das enzimas a e B-amilases, nas
folhas, caules e raizes das plantas cultivadas. Adotou-se o= 0,05. No capitulo I, a
interacéo foi significativa para a atividade da INC na folha, tanto no 1° quanto no 2° ciclo.
No 1° ciclo, a maior atividade foi observada quando as plantas foram adubadas, nos
sombreamentos com 30, 50 e 80%. Assim como IAPC para os dois ciclos, sendo 1° ciclo,
a maior atividade nos sombreamentos 0, 30 e 50%, quando as plantas foram adubadas.
No entanto a interacdo ndo foi significativa para a atividade da IAV na folha, tanto no 1°
quanto no 2° ciclo. A maior atividade da 1AV foi observada nas plantas adubadas. A
atividade da a-amilase no caule apresentou interacdo significativa apenas no 2° ciclo.
Enquanto na raiz houve interacéo significativa, onde a pleno sol, a auséncia de adubacao
promoveu maior atividade dessa enzima. Engquanto a 30 e 50%, as maiores atividades
foram observadas na presenca de adubacdo. A B-amilase no caule apresentou interagdo
significativa apenas no 2° ciclo, onde em 80% de sombreamento, a adubag&o favoreceu a
atividade, enquanto na raiz, ndo apresentou interacdo. Conclui-se que a adubagéo
favorece o0 aumento das atividades enzimaéticas. A atividade das invertases em pleno sol
esta diretamente ligada ao sistema osmorregulador das plantas, promovendo um gradiente
de concentracdo a fim de translocar fotoassimilados para os sitios de maior necessidade
energética. De maneira geral, as invertases aumetaram sua atividade quando sombreadas
de 30 a 50%. A reducéo dos teores de agucares redutores esta relacionada a baixa taxa
fotossintética ¢ o aumento das enzimas degradativas o e -amilase esta associada a
utilizacdo das fontes de reservas para suprir as necessidades enérgicas nos drenos e
translocacdo de nutrientes. No capitulo 1, a atividade da INC na folha, no primeiro e
segundo ciclo, apresentou interacgao significativa. No 1° ciclo, as plantas que receberam
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adubacdo e com 0 e 30% de sombreamento apresentaram maiores atividades enzimaticas.
Ja a 50% de sombreamento, a maior atividade foi observada nas plantas ndo adubadas. Ja
no 2° ciclo, as maiores atividades enziméticas foram observadas nas adubas e com 0, 50
e 80% de sombreamento, assim como na IAV apenas no primeiro ciclo, onde as plantas
que adubas e a 0% de sombreamento apresentaram maiores atividades enzimaticas. No
entanto 1APC, apresentou interacdo significativa somente no 1° ciclo. As plantas que
receberam adubacéo e 30% de sombreamento apresentaram maiores atividades. Os teores
de agucares redutores na folha (ARf) apresentaram interagéo significativa no primeiro
ciclo, onde "0% de sombreamento, os maiores terrores de ARt foi observada na presenca
de adubacéo, enquanto a 80% de sombreamento, na auséncia de adubacdo. A interacdo
nao foi significativa para a atividade da a-amilase no caule, no 1° ciclo, assim como a
adubagdo e o sombreamento ndo diferiram quanto a atividade da a-amilase no caule,
apresentando atividade média de 76,45 pmol gli. MF1.h, No entanto no 2° ciclo, a
interacdo significativa. A atividade da B-amilase no caule no 1° ciclo e na raiz, apresentou
interacdo significativa. A maior atividade f-amilase no caule foi observada a 30 e 50%
de sombreamento nas plantas ndo adubadas. De modo geral, 0 sombreamento ndo altera
diretamente na atividade enzimatica. No entanto, a adubacdo favorece a atividade das
invertases, uma vez que o fdésforo participa da constituicdo de diversas moléculas
mediadores da fotossintese e na composicdo de compostos organicos. Os teores de
acucares redutores em sombreamento de 30% sugerem alta atividade fotossintética. No
entanto, a reducdo dos teores em fungdo do aumento do sombreamento, € consequéncia
da baixa interceptacdo luminosa. Em contrapartida, as enzimas degradativas o e [-
amilases pouco se alteraram com o sombreamento e adubagdo, mostrando que auséncia
de adubacdo resulta em maior utilizacdo das reservas e o aumento da atividade dessas
enzimas esta relacionado com o aumento do sombreamento. No capitulo 11, visou-se
verificar a atividade das invertases em Estilosantes Campo Grande, sob influéncia do
sistema de cultivo e adubacgdo nitrogenada, em duas estacbes. O experimento foi
conduzido em uma area de Capim Xaraés, onde o Estilosantes foram implantados e
submetidos a um esquema fatorial 2x2, sendo dois sistemas de cultivo (monocultura e
consorcio) e auséncia ou presenca de adubacdo (75 kg de N.hal). Utilizou-se
delineamento em blocos casualizados, com quatro repeti¢des. A atividade das invertases
neutra do citosol (INC), acida do vacuolo (IAV) e acida da parede celular (IAPC) e os
teores de acgUcares redutores, nas folhas e caules, foram avaliadas e analisadas pelo teste
F, a 5% de probabilidade. A interacdo entre sistema de cultivo e adubacdo nitrogenada
foi significativa para INC, nas folhas, no verdo, de forma que maior atividade ocorreu em
funcdo do consércio e da adubacao nitrogenada. O nitrogénio aumentou a atividade da
INC no caule nos dois periodos e da IAV na folha, no verdo, bem como diminuiu a IAPC,
no outono. O sistema de cultivo influencia a atividade da INC, independente do periodo
do ano e ndo interfere nas atividades das invertases acidas. As invertases ndo apresentam
alteracdes regulares em relagéo a adubacéo nitrogenada.

Palavras-chave: carboidratos, consércio, fotoassimilados, leguminosas, nitrogénio

* Orientadora; Daniela Deitos Fries, Dré. UESB e Co-orientadores: Fabio Andrade Teixeira, Dr. UESB e
Aureliano José Vieira Pires, Dr. UESB.
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ABSTRACT

VERIATO, Florence Taciana Veriato. Carbon metabolism of tropical forage plants.
Itapetinga, BA: UESB, 2017. 92 p. Thesis. (PhD in Animal Science, Concentration Area
in Ruminant Production). *

The constitution of the forage space encompasses both the morphological and structural
aspects and the biochemistry and physiology of the cultivated plants. The interaction of
biotic and abiotic factors reflects on responses to different stimuli, which may alter the
carbon metabolism and the partitioning of photoassimilates at different stages of
development. In the first chapter the objective was to evaluate the enzymatic activity of
invertebrates and amylases Capim Marandd under different levels of shading and in the
presence or absence of nitrogen fertilization. In the second chapter, the aim of this study
was to evaluate the enzymatic activity of nnvertebrates aind amylases Campo Grande
under different levels of shading and in the presence or absence of phosphate fertilization.
The third objective was to evaluate the activity of the acid and neutral invertase enzymes
in Estilosantes Campo Grande plants under the influence of the cultivation system and
nitrogen fertilization in two seasons of the year. The experiments of the first and second
chapter were carried out in a greenhouse during the period from July 1 to November 9,
2016, located in the State University of Southwest of Bahia, in a 4 x 2 factorial scheme,
with 4 levels of shading (0% , 30%, 50% and 80% of shading), and with and without
nitrogen fertilization of 100 kg N.ha* (Chapter 1) and phosphorus fertilization of 150 kg
P,Os.ha (Chapter 1) in a randomized blocks, totaling 32 plastic vessels and an
experimental period of 84 days. The activity of the enzymes, cytosol-neutral invertase
(Inv-N), vacuole acid (Inv-V) and cell-acid-acidity (Inv-CW) were determined, the levels
of reducing sugars and the activity of a and B-amylases in leaves, stems and roots of
cultivated plants. A = 0.05 was used. In chapter I, the interaction was significant for the
activity of the Inv-N in the leaf, both in the 1st and 2nd cycles. In the 1st cycle, the highest
activity was observed when the plants were fertilized, in the shading with 30, 50 and 80%.
As the Inv-CW for the two cycles, being the first cycle, the highest activity in the 0, 30
and 50% shading, when the plants were fertilized. However, the interaction was not
significant for Inv-V activity in the leaf, both in the 1st and 2nd cycles. The highest
activity of the Inv-V was observed in the fertilized plants. The a-amylase activity in the
stem showed significant interaction only in the 2nd cycle. While at the root, there was a
significant interaction, where at full sun, the absence of fertilization promoted greater
activity of this enzyme, while at 30 and 50% the highest activities were observed in the
presence of fertilization. The f-amylase in the stem showed significant interaction only
in the 2nd cycle, where in 80% of shading, fertilization favored the activity. While in the
root, no interaction. It is concluded that the fertilization favors the increase of the
enzymatic activities. The activity of the invertases in full sun is directly linked to the
osmoregulatory system of the plants, promoting a concentration gradient in order to
translocate photoassimilates to the sites of greater energy need. In general, the invertases
increased their activity when shaded from 30 to 50%. Reduction of sugars is related to
low photosynthetic rates and the increase of degradative enzymes o and B-amylase is
associated with the use of reserve sources to meet the energetic needs of drains and
translocation of nutrients. In chapter Il,. The Inv-N activity in the leaf, in the first and
second cycle, presented significant interaction. In the 1st cycle, the plants that received
fertilization and with 0 and 30% of shading presented greater enzymatic activities. At
50% shading, the highest activity was observed in the non-fertilized plants. In the second
cycle, the highest enzymatic activities were observed in the fertilizers and with 0, 50 and
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80% shading. As in the Inv-V only in the first cycle, where the plants that fertilized and
at 0% of shading presented higher enzymatic activities. However, Inv-CW showed
significant interaction only in the first cycle. The plants that received fertilization and
30% of shading presented greater activities. Reducing sugars contents in the leaf (ARf)
showed significant interaction in the first cycle, where '0% of shading, the highest terrors
of ARf were observed in the presence of fertilization, while 80% of shading, in the
absence of fertilization. The interaction was not significant for a-amylase activity in the
stem, in the first cycle, as well as fertilization and shading did not differ in the activity of
o-amylase in the stem, presenting a mean activity of 76.45 umol gli. MF1.h"t, However
in the 2nd cycle, the significant interaction. The activity of f-amylase in the stem in the
Ist cycle and in the root showed a significant interaction. The higher -amylase activity
in the stem was observed at 30 and 50% shading in the non-fertilized plants. In general,
shading does not directly alter enzymatic activity. However, fertilization favors the
activity of invertases, since phosphorus participates in the constitution of several
molecules mediating photosynthesis and in the composition of organic compounds.
Reduction sugars content in shading of 30% suggests high photosynthetic activity.
However, the reduction of the levels due to the increase of the shading is a consequence
of the low light interception. On the other hand, degradative enzymes o and $-amylases
did not change much with shading and fertilization, showing that the absence of
fertilization results in greater utilization of the reserves and the increase of the activity of
these enzymes is related to the increase of the shading. In chapter I11, the objective of this
study was to verify the activity of the invertebrates in Estilosantes under influence of the
cultivation system and nitrogen fertilization in two seasons. The experiment was
conducted in the Xaraés area, where Estilosantes was implanted and submitted to the 2x2
factorial scheme, being two cultivation systems (monoculture and mixed-pasture) and
absence or presence of fertilization (75 kg of N.hal). A randomized block design, four
replications, was used. The neutral cytosol (Inv-N), vacuole acid (Inv-V) and cell wall
acid (Inv-CW) invertase activity and reducing sugar contents in the leaves and stems were
evaluated and analyzed by the 5% probability F test. The interaction between cultivation
system and nitrogen fertilization was significant for Inv-N, in the leaves, in the summer,
so that greater activity occurred as a function of the consortium and nitrogen fertilization.
Nitrogen increased activity of Inv-N, in the stem, in both periods and Inv-V in leaf, in
summer, as well as decreased Inv-CW in the fall. The cultivation system influences the
activity of the Inv-N, regardless of the period of the year and does not interfere with the
activities of the acid invertases. The invertases do not show regular changes in relation to
nitrogen fertilization.

Keywords: consumption, fertilization, invertases, photoassimilates, shading

* Advisor: Daniela Deitos Fries, Dr. UESB and Co-Advisors: Fabio Andrade Teixeira, Dr. UESB and
Aureliano José Vieira Pires, Dr. UESB.



| - REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO

O Brasil possui area e condigfes climéticas favoraveis ao desenvolvimento de
plantas forrageiras e estas constituem a base de alimentacdo do rebanho bovino. O sistema
extensivo de criacdo é tido como a forma mais barata e competitiva no mundo, entretanto
ele sO é possivel se as pastagens forem produtivas e o sistema de producdo sustentavel
(Pereira et al., 2015). Devido a auséncia de manutencdo e recuperacdo, as areas
apresentam pastagens com baixa capacidade de producdo e suporte, caracterizando-se,
assim, um quadro de pastagens degradadas (Oliveira et al., 2009; Cavallini et al. 2010;
Fernandes et al., 2010).

A deficiéncia de nutrientes nos solos acarreta problemas desde as caracteristicas
fisicas e quimicas 12 até a qualidade da forragem produzida, reduzindo a oferta de
alimento para o animal e o seu desempenho (Barcellos et al., 2008).

Apesar disso, a sustentabilidade dos sistemas pastoris pode ser melhorada com a
utilizacdo de leguminosas em consorcio com gramineas (Skonieskiet al., 2011),
reduzindo os gastos diretos com fertilizantes, melhorando a disponibilidade de forragem
pelo aporte de nitrogénio ao sistema por meio de sua reciclagem e transferéncia para a
graminea consorciada e aumentar também o periodo de utilizacdo das pastagens
(Barcellos et al., 2008), desde que 0s recursos bidticos e abidticos ndo sejam um fator
limitante para o desenvolvimento de uma das espécies.

A adaptacao das plantas forrageiras ao sombreamento depende da sua plasticidade
fenotipica, isto é, da sua capacidade de realizar modificacbes morfofisiol6gicas em
funcdo das variacdes da quantidade e qualidade de luz incidente. (Gobbi et al., 2011). Em
contrapartida, o sombreamento, em niveis altos e/ou persistentes, diminui o crescimento
da parte aérea, o que consequentimento reduz a fotossintese, afetando assim o crecimento
das raizes e absorcdo de nutrientes, como consequéncias negativas sobre a producéo de
forragem (Andrade, 2012).

Os carboidratos séo sintetizados nas folhas através da fotossintese e translocados
para tecidos na forma de sacarose, a fim de sustentar 0 metabolismo e crescimento ou

para serem armazenados como sacarose ou amido. Por conta disso, as plantas estdo
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continuamente ajustando seu crescimento e desenvolvimento para otimizar a atividade
fotossintética frente a competicéo por luz (Taiz et al., 2017).

Nos Ultimos anos, tornou-se evidente que estes agucares, principalmente a
sacarose e 0s seus produtos de clivagem, sdo importantes sinais metabolicos que afetam
a expressdo de diferentes classes de genes e estdo envolvidos na regulacdo do
desenvolvimento das plantas. Assim, o metabolismo da sacarose, fracionamento e
deteccdo, é vital para todas as fases do ciclo de vida da planta (Roitsch & Gonzélez,
2004).

As invertases sao enzimas que regulam a degradacdo da sacarose e estdo presentes
em trés isoformas distintas, sendo as invertases acidas do vacuolo e da parede celular e a
neutra do citossol. As invertases atuam diretamente no sistema osmorregulador, respostas
ao estresse abiotico, extensibilidade da parece celular e distribui¢do de sacarose nos sitios
de maior necessidade (Taiz et al., 2017).

Dessa forma, a constituicdo do espaco forrageiro engloba tanto o aspecto
morfolégico e estrutural quanto a bioguimica e fisiologia das plantas cultivadas. A
interacdo dos fatores bioticos e abioticos refletem nas respostas aos diferentes estimulos,
podendo alterar o metabolismo de carbono e a particdo dos fotoassimilados em diferentes
estadios de desenvolvimento

A adubacéo, fonte de suplementacdo de nutrientes ao solo, disponibiliza as plantas
minerais que participal ativamente na bioquimica como medioadores da fotossintese, na
constituicdo dos novos compostos, reproducdo e multiplicacdo das células, podendo
assim alterar as atividades das enzimas invertases e consequentemente nos teores de
carboidratos. No entanto, pouco se sabe sobre a atividade dessas enzimas no metabolismo
de forrageiras tropicais sob condi¢bes de sombreamento e dubagéo.

2. PLANTAS FORRAGEIRAS TROPICAIS

As plantas forrageiras tropicais sao utilizadas, no Brasil, como principal fonte de
alimentacdo pelos animais ruminantes. O desempenho animal é caracterizado em fungéo
da ingestdo de matéria seca, da qualidade da forragem e do potencial genético do animal,
enquanto a capacidade de suporte € em funcdo do potencial de producdo de matéria seca
da forrageira e da eficiéncia de colheita (Boin, 1986).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S136013850400250X#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S136013850400250X#bib1
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As plantas do género Brachiaria séo caracterizadas pela sua grande flexibilidade
de uso e manejo. Dentre as braquiarias, a Bracharia brizantha cv Marandu (Capim-
Marandu) adquiriu uma grande expressividade nas areas de pastagens cultivadas e, por
essa razao, tornou-se uma das plantas forrageiras mais detalhadamente estudadas no meio
cientifico nacional (Paciullo et al., 2011).

Pertencente ao género Brachiaria, classificada como Brachiaria brizantha
(Hochst ex A.RICH.) STAPF. cv. Marandu, esta graminea é originéria de uma regido
vulcénica da Africa, onde os solos geralmente apresentam bons niveis de fertilidade, com
precipitacdo pluviométrica anual ao redor de 700 mm e cerca de 8 meses de seca no
inverno (Rayman, 1983).

O capim Marand( é um ecotipo de Brachiaria brizantha que vem sendo estudado
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC) em Campo Grande, MS,
e pelo Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados (CPAC) em Planaltina, DF, desde
1977 e 1979, respectivamente.

As qualidades forrageiras encontradas nessa graminea indicaram-na como
excelente alternativa para o pecuarista, o que levou ao lancamento do cultivar pelos dois
centros de pesquisa, recomendando-a para cerrados de média a boa fertilidade. Esse
cultivo tem mostrado resisténcia as cigarrinhas-das-pastagens, alta producédo de forragem,
persisténcia, boa capacidade de rebrota, tolerancia ao frio, a seca e ao fogo e alta producéo
de sementes vidveis. Exige solos bem drenados, de média a alta fertilidade onde produz
de 8 a 20 toneladas de matéria seca por hectare, por ano. Aceita o pastejo rotacionado,
producdo de feno e silagem (EMBRAPA 2016).

De acordo com a Embrapa (2016), Brasil é o maior produtor, consumidor e
exportador de sementes de plantas forrageiras, contando com cerca de 115 milhdes de
hectares de pastagens cultivadas, das quais aproximadamente 51,4 milhdes de hectares
encontram-se estabelecidas com B. brizantha cv. Marandu. A grandeza do nimero retrata
a hegemonia deste cultivar na pecuéria brasileira. Considerando que apenas um terco
dessa area (cerca de 17 milhdes de hectares) esteja sujeita ao ataque de cigarrinhas-das-
pastagens, situacdo na qual a graminea demonstra todo seu potencial em comparacao a B.
decumbens, a qual substituiu, os beneficios econémicos relativos gerados pelo cultivo

foram de aproximadamente R$ 2,7 bilhdes em 2015.
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O capim Marandu é uma planta cespitosa, muito robusta, de 1,5 a 2,5 metros de
altura, com colmos iniciais prostrados, mas produzindo perfilhos predominantemente
eretos. Rizomas muito curtos e encurvados. Colmos floriferos eretos, frequentemente
com perfilhamento nos nos superiores, que leva a proliferagdo de inflorescéncias,
especialmente sob regime de corte ou pastejo, bainhas pilosas e com cilios nas margens,
geralmente mais longas que os entre-nds, escondendo os nés, o que confere a impresséo
de haver densa pilosidade nos colmos vegetativos. Laminas foliares linear-lanceoladas,
esparsamente pilosas na face ventral e glabras na face dorsal. Inflorescéncias de até 40
cm de comprimento, geralmente com 4 a 6 racemos, bastante equidistantes ao longo do
eixo, medindo de 7 a 10 cm de comprimento (Valls; Sendulsky, 1984).

A cultivar Marandud pode ser diferenciado de outros ecotipos de B. brizantha, pela
associacdo obrigatoria das seguintes caracteristicas: plantas sempre robustas e com
intenso afilamento nos nos superiores dos colmos floriferos; presenca de pélos na porcao
apical dos entre-nés; bainhas pilosas e ldminas largas e longas com pubescéncia apenas
na face inferior, glabras na face superior e com margens ndo cortantes, raque sem
pigmentacdo arroxeada e espiguetas ciliadas no apice (Valls; Sendulsky, 1984).

Nos ultimos anos, o Estilosantes Campo Grande, uma leguminosa forrageira, vem
se destacando como forrageira, o que tem resultado em aumento consideravel da area
plantada com a cultivar nos sistemas de produgdo animal (Barcellos et al., 2008). O
Estilosantes Campo Grande é uma cultivar composta da mistura fisica de sementes de
Stylosanthes capitata (80%) e S. macrocephala (20%), com adaptacao a solos de baixa
fertilidade. E como os solos do Brasil apresentam baixa fertilidade natural, sendo o
fésforo um elemento limitante para o crescimento das plantas de S. capitata, uma vez que
sua deficiéncia reduz significativamente a producdo de matéria seca desta espécie
(Paulino et al., 2008).

A composicgédo obtida foi denominada estilosantes-campo-grande e registrada no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) como cultivar. Stylosanthes
capitata tem habito de crescimento ereto, podendo atingir até 1,5 m de altura. A cor das
flores varia do bege ao amarelo. O florescimento da espécie, em Campo Grande, MS,
ocorre a partir da segunda quinzena de maio e a maturagdo das sementes ocorre no final
de junho. Stylosanthes macrocephala possui habito de crescimento semi-ereto ou
decumbente, podendo tornar-se mais ereto em condi¢Ges de competicdo por luz. A altura
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das plantas pode também atingir 1,5 m e seu florescimento e maturacdo das sementes é
cerca de um més mais precoce, quando comparadas as de S. capitata. As flores sdo, em
sua maioria, amarelas, podendo ser encontrados exemplares com tonalidade bege.

O conhecimento das variaveis que influenciam a qualidade da forragem é
importante para definir estratégias de manejo em areas de solos de baixa fertilidade. As
exigéncias de fertilidade do solo do Estilosantes Campo Grande podem ser consideradas
baixas, mostrando bem adaptada a acidez dos solos dos Cerrados, podendo crescer e
produzir forragem e sementes em solos cuja saturacao por bases esteja entre 30% e 35%,
na camada de 0 a 20 cm de profundidade. Observou-se, também, que essa leguminosa
pode suportar saturacdo de aluminio de até 35 % sem prejuizos para a producgdo
(Fernandes et al., 2005).

Nas plantas de Estilosantes Campo Grande, ocorre o processo de fixacao biologica
de nitrogénio do ar, por meio da associacdo simbiética de suas raizes com bactérias do
género Rhizobium (rizébio). Em monocultivo, o Estilosantes consegue fixar até 180 kg
de N/ha/ano. Ja no consorcio com gramineas, na proporcao de 20% a 40% da leguminosa,
em solos arenosos de baixa fertilidade, o estilosantes fixa em média 60 a 80 kg de
N/ha/ano, sendo apenas parte desse nitrogénio liberada para as gramineas no primeiro
ano, quando seu efeito maior é na melhoria da dieta dos animais. A partir do segundo ano,
quando ocorre a ciclagem de nutrientes pela morte de partes das plantas, o N organico
fixado é mineralizado, tornando-se disponivel para a graminea em consorciacao,
melhorando a disponibilidade total de forragem em até 50%, como também a qualidade
da dieta para o animal (EMBRAPA 2007).

3. CONSORCIO DE PLANTAS FORRAGEIRAS

A pastagem consorciada de gramineas e leguminosas € aquela formada com, no
minimo, duas espécies de plantas forrageiras em uma mesma area. Entre as principais
razdes para a utilizacao desse consorcio, destaca-se a baixa disponibilidade de nitrogénio
nos solos com pastagens, no Brasil e o baixo teor proteico de algumas gramineas
forrageiras tropicais quando comparado ao das leguminosas. As leguminosas forrageiras
tém sido tradicionalmente consideradas fonte barata de suplemento protéico e adubo
nitrogenado para a producdo de ruminantes em pastagens (Andrade, 2012).



O uso de leguminosas em consorcio com gramineas pode reduzir os gastos diretos
com fertilizantes; aumentar a qualidade e a diversificacdo da dieta consumida pelos
animais; melhorar a disponibilidade de forragem pelo aporte de nitrogénio ao sistema por
meio de sua reciclagem e transferéncia para a graminea consorciada e aumentar também
o0 periodo de utilizacdo das pastagens (Barcellos et al., 2008).

As leguminosas também desempenham um papel fundamental como fornecedoras
de nutrientes quando o sistema esta estabilizado, uma vez que as plantas dessa familia
tém a vantagem de prontamente disponibilizar nutrientes para culturas sucessoras, em
virtude da rapida decomposicdo de seus residuos (Bettiol et al., 2015).

No consorcio entre gramineas e leguminosas, 0 nitrogénio pode ter sua
disponibilidade aumentada no solo pela incluséo de leguminosas forrageiras no sistema
(Gobbi et al 2011). Devido a sua simbiose com bactérias do género Rhizobium, as
leguminosas podem obter nitrogénio fixado biologicamente por estas bactérias e cedé-lo
diretamente & graminea para mineralizagdo de seus restos organicos. Por outro lado, o
consorcio € dificil de ser mantido em sistemas pecuarios, pois quando se misturam duas
espécies diferentes, sdo evidenciados potenciais competitivos existentes entre ambas, tais
como efeitos alelopaticos ou de competicdo por luz, agua e nutrientes do solo, que podem
fazer com que haja predominancia de uma espécie, podendo chegar até a supressdo da
outra (Haynes 1996).

De acordo com Guilherme (2000), uma reducao consideravel no crescimento de
espécies, tanto em combinacgdes intra como interespecificas, é resultante de competicédo
espacial entre grupos de plantas que ocupam o mesmo local em um determinado periodo
de tempo. Desse modo, o arranjo equidistante de plantas minimiza o auto-sombreamento
e retarda o inicio da competicdo intraespecifica por recursos do solo, levando a uma
eficiéncia maxima na captura e uso de recursos por uma cultura (Zanine; Santos, 2004).

Carvalho et al. (2002), avaliando o efeito do sombreamento em um consorcio entre
seis gramineas forrageiras tropicais e arvores de angico-vermelho (Anadenanthera
macrocarpa), observaram que o sombreamento retardou o inicio do florescimento de
todas as gramineas, em maior ou menor grau, dependendo da espécie, causada pela

diminuicdo da taxa fotossintética e producdo dos fotoassimilados.

4. SOMBREAMENTO DAS PASTAGENS



As plantas sdo seres fotoautdtrofos e, portanto, dependem da aquisicao de energia
luminosa para o crescimento e persisténcia. O sombreamento pode trazer beneficios,
como, aumento no teor de nitrogénio na folha que podem repercutir em melhorias do teor
protéico da forragem (Sousa, 2012), e de minerais na forragem, tais como calcio, fosforo
e potassio (Sousa et al., 2010), beneficios para os componentes do sistema
solo/planta/animal, destacando a conservacdo do solo e da &gua, a possibilidade de
melhoria das condigdes fisicas, quimicas e da atividade bioldgica na superficie do solo, e
no conforto térmico para os animais (Leme et al., 2005) e incorporacdo gradativa de
biomassa das arvores (folhas, flores, frutos etc) a pastagem (Sanchez et al., 2003).
Quantos aos os teores de fibra e a digestibilidade, os resultados sao contraditérios, embora
alguns indiquem tendéncia de reducdo dos teores de fibra em detergente neutro e aumento
da digestibilidade in vitro da matéria seca, em condicdes de sombra (Carvalho, 2001). No
entanto, a diminuicdo progressiva da luminosidade disponivel para o sub-bosque
influencia na produtividade do pasto, uma vez que a producéo de carboidratos se torna
reduzida (Paciullo et al., 2011).

Quando a planta esta sob ameaca de sobrevivéncia devido a limitacGes de luz,
mecanismos evolutivos direcionam estratégias adaptativas altamente plasticas para
tolerar ou escapar do sombreamento causado pela vegetacdo vizinha (Franklin; Whitelam
2005). Por conta disso, as plantas estdo continuamente ajustando seu crescimento e
desenvolvimento para otimizar a atividade fotossintética frente a competicao por luz.

As plantas sdo habeis em utilizar informacdes do ambiente para detectar
precocemente a proximidade de plantas vizinhas ou sinais de estresse e, ajustar sua
morfologia e fisiologia para antecipar e, eventualmente, escapar de um potencial impacto
negativo relacionado com a limitacdo de recursos sobre seu crescimento e reproducao
(Aphalo; Ballaré 1995).

Grime (2001) define competicdo como a tendéncia das plantas vizinhas em utilizar
0 mesmo quantum de luz, ion de nutriente mineral, molécula de &gua ou volume de
espaco. De acordo com essa definicdo, a competicdo se refere exclusivamente a captura
de recursos.

De acordo com Park et al. (2001), existem dois fatores que influenciam o resultado

da competicéo: 1) exibicdo da plasticidade fenotipica que pode ser usada por uma planta
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em ambiente competitivo; 1l) potencial de habilidade competitiva (inclui tamanho da
semente, tamanho da muda, tempo de aparecimento e tamanho da planta). Todas estas
caracteristicas, de uma maneira ou de outra, influenciam ou refletem a habilidade de uma
planta individual para captar recursos.

O funcionamento de uma populacédo de plantas pode ser estudado em diferentes
niveis de organizacdo: orgaos da planta, perfilhos e populacdo da planta. O enfoque
classico dado para a modelagem de cultura considera a populacdo de plantas como uma
entidade total, que troca energia e massa com o ambiente. O funcionamento de tal sistema
é, portanto caracterizado por fluxo de energia (radiacdo, calor sensivel) e massa (COg,
H>O e minerais) entre a populacdo de planta total, solo e atmosfera. A eficiéncia
fotossintética, representada pela incorporacéo do CO» atmosférico, pode definir o sucesso
de plantas sob competicdo (Lemaire, 2001).

O sombreamento é uma das condicdes ambientais realizada pela vegetacao
vizinha que gera a reducdo da energia disponivel para a fotossintese, consequentemente
afeta a producdo e particdo de fotoassimilados, o que reflete sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas (Poorter; Navas 2003).

Dentre os elementos meteoroldgicos, a temperatura do ar e a radiacdo solar, em
especial a radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), sdo os que mais influenciam, direta
ou indiretamente, o crescimento e desenvolvimento dos vegetais, pois interferem em
processos fisioldgicos importantes como transpiracdo, fotossintese e respiracdo (Paciullo
etal., 2011).

De acordo com (Paciullo et al. 2007; Barro et al. 2008; Bernadino; Garcia, 2009;
Varella et al. 2010), acima de 50% de transmissdo RFA, o sombreamento é considerado
sombra fraca, ou seja, h& menor interceptacdo da copa das plantas, transmitindo maior
quantidade de RFA para parte base da planta, ao passo que abaixo de 50% sdo
considerados sombra moderada a intensa.

Entre as modificacbes morfologicas que ocorrem em ambientes com baixa
luminosidade e que interferem a quantidade e qualidade da forragem, podem-se destacar
a area foliar (AF), area foliar especifica (AFE) e o nimero de folhas e rela¢éo folha/colmo
(Garcez Neto et al., 2010).

Neste contexto, Lin et al. (2001) afirmam que dentre as principais alteragdes

morfologicas causadas pelo sombreamento estdo o aumento da area foliar e diminuicdo
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da massa especifica da folha. Outra caracteristica que é influenciada pela baixa
luminosidade é a razdo folha/colmo (F/C). Plantas sombreadas apresentam menor F/C
que plantas que crescem a pleno sol, o que infere diretamente na obtencéo dos produtos
da fotossintese.

Segundo Gobbi et al. (2011), em ambientes sombreados, as plantas tendem a
possuir maior AFE para elevar ao maximo a captacao de luz disponivel. Esse aumento
estd diretamente relacionado a aclimatacdo que esta planta sofre, permitindo a mesma
cresca em ambientes de baixa luminosidade. Deste modo, Kephart (1992) afirma que o
aumento da area foliar em ambientes sombreados é uma adaptacdo morfofisioldgica da

planta para manter a area de captagdo de radiacao solar.

5. METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

A fotossintese é o0 meio pelo qual as plantas assimilam carbono e transporta o0s
carboidratos produzidos para os tecidos para manutencdo e crescimento celular. No
entanto, tem sido observada a baixa associacdo entre fotossintese foliar e producao de
massa seca em forragem quando observado em nivel de area foliar (Moreno, 2004; Lara,
2007; Pequeno, 2010), porque as folhas individuais apresentam grande variacdo na
capacidade fotossintética, que é determinada por varios fatores, como temperatura,
radiacéo solar e desenvolvimento da folha (Zelitch, 1982; Braga et al., 2006). Realmente,
as variacOes de temperatura e luminosidade e a diferenca na idade fisioldgica das folhas
ao longo do perfil vertical do dossel sdo grandes, conferindo diferentes potenciais
fotossintéticos as mesmas (Loomis & Williams, 1969).

As folhas mais jovens e completamente expandidas realizam fotossintese com
intensidade maxima e os seus assimilados servem ndo apenas para sua propria
manutencdo, mas também para atender as demandas do meristema apical, sistema
radicular e das folhas em formacéo. A folha, cujo limbo esté parcialmente exposto, ndo
transloca assimilados para outras partes do perfilho, usando-os para o seu préprio
desenvolvimento (Milthorpe & Davidson, 1966). Com isso, a idade das folhas
remanescentes apos a desfolha e sua relagdo com a eficiéncia de absor¢do de CO; é

importante para a producdo de forragem.
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Os vegetais apresentam diferentes tipos de carboidratos de reserva, soluveis e
insollveis, e a predominancia destes nos tecidos, bem como a sua estrutura quimica,
variam entre espécies, o0rgados, tecidos e células, além de variar ao longo do dia e das
diferentes estacfes do ano (Lewis, 1984). Esses carboidratos sdo oriundos da reducéo do
carbono, ocorrente na etapa bioquimica da fotossintese e possuem diversas atribui¢Ges no
metabolismo vegetal, dentre elas 0 armazenamento e translocacdo de carboidratos; e a
protecdo contra condigdes adversas, como a restri¢cdo ou excedente hidrico, alta salinidade
e temperaturas extremas (Keller; Pharr, 1996).

Em diversas espécies vegetais, nas folhas (local considerado como fonte), ocorre
a sintese de carboidratos, os quais sdo translocados para os tecidos (drenos) na forma de
sacarose para suprir o metabolismo e desenvolvimento vegetal e/ou para o acumulo na
forma de sacarose ou amido. Esses processos sao acompanhados por constantes mudancas
nas relacbes fonte-dreno (Roitsch; Gonzélez, 2004). O mecanismo do acumulo ativo de
sacarose é dependente da maturidade dos tecidos, isto é, ha diferenca entre tecidos
maduros e imaturos devido, principalmente, a concentracdo de invertases e a necessidade
de crescimento (Alexander, 1973).

Os carboidratos produzidos pela fotossinte podem ser redirecionados para
utilizacdo nos tecidos mediante a sua necessidade, sendo na forma de soluvel e
transportada pelo floema (sacarose) ou no armazenamento de reservas na forma insoltvel
(amido). A sintese de sacaorose ocorre no citosol e se da pela formacéo de UDP-glucose
que se combina com frutose-6-fosfato e produz a sacarose-6-fosfato. Esta ultima €
convertida para sacarose por acdo de uma fosfatase. Ja a sintese do amido ocorre no
cloroplasto. A partir da adicdo de ADP-glucose, forma-se um polimero de glicose unido
por ligacao glicosidica a-1,4, formando o amido (Taiz et al, 2017). As sinteses de amido
e de sacarose apresentam praticamente 0os mesmos intermediarios (frutose-1,6-bisfosfato,
frutose-6-fosfato, glicose-1-fosfato, etc.). No entanto, estas vias biossintéticas possuem
izoenzimas, que sdo Unicas para cloroplasto mediada pela ortofosfasto formando amido e
citosol mediada pela triose-fosfato formando sacarose.

A sintese de sacarose € realizada principalmente pela sacarose fosfato sintase
(SPS), uma enzima alostérica ativada pela glucose-6-fosfato e inibida pelo ortofosfato. A
degradacdo da sacarose, e consequentemente, o estabelecimento do dreno, pode ser
realizada tanto pela sacarose sintase (SuSy) quanto pela invertase (Taiz & Zeiger, 2013).
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A principal funcdo da SuSy é clivar a sacarose para sintese de amido (Déjardin et
al., 1997) e parede celular (Nakai et al., 1999), pelo simples fato de que um dos produtos
de sua hidrolise € UDP-glicose, precursor para sintese de amido e parede celular de forma
reversivel. As invertases catalisam a hidrolise altamente exotérmica e irreversivel da
sacarose em glicose e frutose. Em contraste, uma clivagem reversivel da sacarose €
catalisada pela sintase da sacarose, em UDPG e frutose, possuindo um papel importante
no metabolismo da sacarose em diversas rotas bioquimicas relacionadas a funcgdes
metabolicas, estruturais e de armazenamento em células de plantas (Winter & Huber,
2000).

O metabolismo de particdo e acimulo da sacarose séo vitais no ciclo de vida
vegetal e sua utilizagdo como fonte de energia e de carbono requer sua hidrélise. As
enzimas invertases quebram a sacarose em hexoses, disponibilizando as células carbono
e energia para 0s processos de respiracdo, bem como energia para a sintese de numerosos
compostos diferenciados. As invertases podem, ainda, estar envolvidas no transporte de
sacarose a longas distancias por criar o gradiente de concentragdo de sacarose entre 0s
sitios de carregamento e descarregamento do floema (Eschrich, 1980; Roitsch; Gonzalez,
2004). As enzimas invertases nas forrageiras sdo encontradas em diversas isoformas, com
diferentes propriedades bioquimicas e localizacdo subcelular, isto é: invertase neutra,
invertase acida vacuolar e invertase acida de parede celular (Tymowska-Lalanne e Kreis,
1998; Rohwer; Botha, 2001).

A invertase acida é composta pelo somatorio das invertases do espaco externo, ou
seja, parede celular e do vacuolo, sendo encontrada em quantidade superior e
praticamente em tecidos imaturos. A atividade dessa isoenzima pode ser alta ou baixa,
respectivamente, em condi¢cdes favoraveis ao crescimento ou em condicdes
desfavoraveis, como por exemplo, estresse hidrico, fotoperiodo curto e temperaturas
baixas (Gayler; Glasziou, 1972; Legendre, 1975). As flutuagdes, nos teores de agUcar,
durante o crescimento vegetal, é consequéncia do nivel da enzima invertase acida (Gayler;
Glasziou, 1972; Lingle, 1999), uma vez que esta apresenta relacdo estreita e inversa com
0 conteldo de sacarose e agucares totais, corroborando com outros autores (Hawker,
1985; Su et al., 1992; Zhu et al., 1997; Terauchi et al., 2000).

A expansdo celular dos tecidos imaturos requer hexoses como fonte de energia e

carbono, e depende da direcdo da forca de alongamento celular, consequéncia da



12

manutencdo da pressdo osmotica celular e do aumento da extensibilidade da parede
celular. Portanto, diversos estudos evidenciam a atuagdo da invertase &cida no processo
de osmorregulacdo (Gayler; Glasziou, 1972; Gibeaut et al., 1990). Nos tecidos maduros
do colmo, onde os processos de crescimento estdo finalizados, ocorre declinio da
concentracdo da invertase &cida e, entdo, a invertase neutra torna-se predominante,
situando-se, aparentemente, no citoplasma. Essa enzima, mesmo em baixo teor de 15 a
20%, promove 0 armazenamento de sacarose nos espacos intercelulares (Lingle, 1999).

Das invertases acidas, que atuam com atividade maxima em pH 5,5, uma delas
estd localizada nos vactolos das células, relacionando-se com o armazenamento de
acucares, regulacdo osmotica e respostas a estresses abidticos. Além disso, a invertase
vacuolar pode controlar a rota priméria de clivagem da sacarose em tecidos em expansao
ou maduros, contribuindo para o fluxo de hexoses através do tonoplasto, intermediando
a entrada destas no metabolismo citoplasmatico. Ja a outra isoforma &cida, encontrada
predominantemente nos tecidos em expansdo, esta ligada a parede celular e envolvida na
particdo e distribuicdo da sacarose fora dos tecidos dreno, no aploplasto, estabelecendo
um gradiente de concentracdo dos tecidos fonte para os drenos (Roitsch; Gonzalez, 2004;
Yao et al., 2009).

A invertase neutra ou alcalina esta localizada no citoplasma, sendo considerada
uma enzima de manutencdo, ja que esta evolvida na degradacdo da sacarose quando as
atividades da invertase acida da parede celular e sacarose sintase estdo baixas. A invertase
neutra soltvel apresenta um maximo de atividade em pH 7,0 e predomina em tecidos
completamente expandidos. Isso sugere o envolvimento desta enzima no catabolismo e
acumulo de sacarose no vacuolo (Koch, 2004). Ha estudos que relatam que existem
alteragBes significativas na intensidade e nos niveis enzimaticos das invertases neutra e
acidas, quando em diferentes estadios de maturacédo (Leite et al., 2009).

Quanto as enzimas de degracdo de reservas, somente com a agdo conjunta da o-
amilase, B-amilase, enzima desramificadora e a-glicosidase pode-se obter in vivo, a
completa hidrélise do amido (Beck; Ziegler, 1989; Sarikaya et al., 2000). No entanto, a
Unica enzima, em plantas, capaz fazer a liberacéo de glicanos solUveis a partir de granulos
de amido seria a a-amilase (Henrissat; Bairoch, 1996).

A a-amilase (1,4-a-D glucanohidrolase, EC 3.2.1.1, enzima dextrinizante) possui

atividade endohidrolitica e atua aleatoriamente sobre ligacdes glicosidicas a-1,4,
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produzindo uma mistura de oligossacarideos que contém ligagdes o-(1-6), glicose,
maltose e dextrinas. Ela apresenta papel central no processo de hidrélise do amido e, por
possuir atividade endo-amilolitica, fornece o aumento da disponibilidade de substrato
para outras enzimas de degradacao, sendo a enzima responsavel pelo ataque inicial aos
granulos, atuando sobre as cadeias dos componentes do amido em qualquer ponto no
interior da cadeia linear (Preiss, 1982; Beck; Ziegler, 1989; Irving, 1999).

A B-amilase (1,4-a-D-glicano maltoidrolase, EC 3.2.1.2) pode ser encontrada em
vegetais superiores e em algumas bactérias gram-positivas (Pujadas et al., 2001), é
classificada na familia 14 das glicosideo-hidrolases (GH-14) e atua como exo-hidrolase
atuando na penultima ligagdo a-1,4-glicosidica do amido, glicogénio e oligossacarideos
relacionados. A B-amilase é uma exoenzima e hidrolisa ligagoes a(1-4), a partir da
extremidade nao-redutora, produzindo maltose (Clark et al., 2003; Sahlstrom et al., 2003;
Mohan et al., 2005; Brien; Fowkes, 2005).

A quantidade de a ¢ B-amilase depende de vérios fatores: variedade, condi¢es
climéticas, competicdo por nutrientes; quanto mais elevada a temperatura, maior a
atividade de degradacgéo dessa enzima (Saika et al., 2005).

O sombreamento, por reduzir a quatidade de luz que chega aos sitios de
fotossintese, acarreta em menor producdo de fotoassimilados. Durante o periodo de
estressse por sombreamento ou deficiéncia energética, a planta utiliza suas reservas com
a degradacdo do amido para manter seu metabolismo basal e crescimento. No entanto,
com a severidade e intensidade, esse estresse porde exaurir as reservas, tornando
insustentavel para o metabolismo e levando a planta a senecesséncia.

O sombreamento e corte/pastejo (fatores estressantes) seguem um periodo em que
a fotossintese por unidade de IAF aumenta em decorréncia da adaptagdo das folhas
sombreadas ou velhas (remanescentes) a maior intensidade de luz e da producéao de novas
folhas (Da Silva & Pedreira, 1997). Porém, segundo afirmaram Corsi & Nascimento
Junior (1994), os carboidratos produzidos antes do sombreamento ou corte Sdo
armazenados na base do colmo e, ou raizes, quando ha excesso de producéo fotossintética.
Assim, esses carboidratos passam a ser utilizados pela planta ap6s a desfolhacdo para
auxiliar na reconstituicdo de sua area foliar.

Desse modo a area foliar remanescente apds desfolhacdo assume grande

importancia por aumentar o vigor da rebrotacdo, resultado da imediata producdo de
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carboidratos pela fotossintese, fato que proporciona a planta menor tempo de dependéncia
dos carboidratos de reserva como fonte de energia para a sua recuperacgao. Nesse contexto,
para rapida recuperacdo do dossel pds pastejo, deve-se observar a restauracéo das reservas
organicas, a area foliar residual (Brougham, 1956), a intercepcdo luminosa pelo dossel,
as perdas por senescéncia e respiracdo (Parsons et al., 1983) e o nimero de folhas vivas
por perfilho (Fulkerson & Slack, 1994).
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I1-OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Avaliar o metabolismo de carboidratos de plantas forrageiras tropicais, sob diferentes

niveis de sombreamento e adubcdo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade de invertases e amilases em Capim Marandu sob diferentes niveis de

sombreamento e adubacéo nitrogenada.

Avaliar a atividade enzimatica de invertases e amilases de Estilosantes Campo Grande
sob diferentes niveis de sombreamento e na presenca ou auséncia de adubacéo fosfatada.

Avaliar a atividade das invertases em plantas de Estilosantes Campo Grande, sob

influéncia do sistema de cultivo e adubacéo nitrogenada, em duas estaces do ano.
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I11 - CAPITULO I
ATIVIDADE DE INVERTASES E AMILASES EM CAPIM
MARANDU SOB SOBREAMENTO E ADUBACAO
NITROGENADA

RESUMO - Objetivou-se avaliar a atividade de invertases e amilases em Capim Marandu
sob diferentes niveis de sombreamento e adubacdo nitrogenada. O experimento foi
realizado em casa de vegetacdo, em um esquema fatorial 4x2 (niveis de sombreamento
0%, 30%, 50% e 80% e adubagao nitrogenada 0 e 100 kg N.ha!). Foi avaliado a atividade
das enzimas, invertase neutra do citossol (INC), acida do vacuolo (IAV) e &cida da parece
celular (IAPC), os teores de agtcares redutores e atividade das enzimas a e f-amilases,
nas folhas, caules e raizes. Adotou-se o= 0,05. A interagdo foi significativa para a
atividade da INC na folha, tanto no 1° quanto no 2° ciclo. No 1° ciclo, a maior atividade
foi observada quando as plantas foram adubadas, nos sombreamentos com 30, 50 e 80%.
Assim como IAPC para os dois ciclos, sendo 1° ciclo, a maior atividade nos
sombreamentos 0, 30 e 50% quando as plantas foram adubadas. No entanto, a interacdo
ndo foi significativa para a atividade da 1AV na folha, tanto no 1° quanto no 2° ciclo. A
maior atividade da IAV foi observada nas plantas adubadas. A atividade da a-amilase no
caule apresentou interacdo significativa apenas no 2° ciclo. Enquanto na raiz houve
interacdo significativa, onde a pleno sol, a auséncia de adubacdo promoveu maior
atividade dessa enzima. Enquanto a 30 e 50% as maiores atividades foram observadas na
presenca de adubacdo. A B-amilase no caule apresentou interacdo significativa apenas no
2° ciclo, onde em 80% de sombreamento, a adubacéo favoreceu a atividade. Enquanto na
raiz, ndo apresentou interacdo. Conclui-se que a adubacdo aumenta a atividade
enzimatica. As invertases aumentam atividade quando sombreadas de 30 a 50% e em
pleno sol, estd diretamente ligada ao sistema osmorregulador. A reducdo AR esta
relacionada a baixa taxa fotossintética e o aumento o e P-amilase estd associada a

utilizacdo das fontes de reservas para suprir as necessidades enérgicas.
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ACTIVITY OF INVERTASES AND AMILASES IN CAPIM MARANDU UNDER
SHADING AND NITROGEN FERTILIZATION

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the activity of invertebrates
and amylases in Capim Marandd under different levels of shading and nitrogen
fertilization. The experiment was carried out in greenhouse, in a 4x2 factorial scheme
(0%, 30%, 50% and 80% shading levels and nitrogen fertilization 0 and 100 kg N.ha-1).
The activity of the enzymes, cytosol-neutral invertase (Inv-N), vacuole acid (Inv-V) and
cell-acid-acidity (Inv-CW) were determined, the levels of reducing sugars and the activity
of o and B-amylases in leaves, stems and roots. A = 0.05 was used. The interaction was
significant for the Inv-N activity on the leaf, both in the 1st and 2nd cycles. In the 1st
cycle, the highest activity was observed when the plants were fertilized, in the shading
with 30, 50 and 80%. As the Inv-CW for the two cycles, being the first cycle, the highest
activity in the 0, 30 and 50% shading, when the plants were fertilized. However, the
interaction was not significant for Inv-V activity in the leaf, both in the 1st and 2nd cycles.
The highest activity of the Inv-V was observed in the fertilized plants. The a-amylase
activity in the stem showed significant interaction only in the 2nd cycle. While at the root,
there was a significant interaction, where at full sun, the absence of fertilization promoted
greater activity of this enzyme, while at 30 and 50% the highest activities were observed
in the presence of fertilization. The B-amylase in the stem showed significant interaction
only in the 2nd cycle, where in 80% of shading, fertilization favored the activity. While
in the root, no interaction. It is concluded that the fertilization increases the enzymatic
activity. The invertases increase activity when shaded from 30 to 50% and in full sun, is
directly linked to the osmoregulatory system. The RS reduction is related to low
photosynthetic rate and the increase a and p-amylase is associated with the use of the
sources of reserves to meet the energetic needs.

Key words: carbohydrates, photosynthesis, invertases
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INTRODUCAO

As braquidrias sdo seres fotoautdtrofos, portanto dependem da aquisi¢cdo de
energia luminosa para o crescimento e persisténcia quando a planta esta sob ameaca de
sobrevivéncia devido a limitac6es de luz, mecanismos evolutivos direcionam estratégicas
adaptativas altamente plasticas para tolerar ou escapar do sombreamento causado pela
vegetacdo vizinha (Franklin & Whitelam, 2005). Por conta disso, as plantas estéo
continuamente ajustando seu metabolismo, desenvolvendo estratégias para crescimento
e desenvolvimento, a fim de otimizar a atividade fotossintética frente a competicédo por
luz.

O mecanismo do acimulo ativo de sacarose é dependente da maturidade dos
tecidos, isto &, ha diferenca entre tecidos maduros e imaturos devido, principalmente, a
concentracdo de invertases e a necessidade de crescimento (Alexander, 1973).

A degradacdo da sacarose, e consequentemente, o estabelecimento do dreno, pode
ser realizada tanto pela sacarose sintase (SuSy) quanto pela invertase (Taiz & Zeiger,
2013). As enzimas invertases nas forrageiras sdo encontradas em diversas isoformas, com
diferentes propriedades bioquimicas e localiza¢do subcelular, isto é, invertase neutra,
invertase &cida vacuolar e invertase acida de parede celular (Tymowska-Lalanne e Kreis,
1998; Rohwer; Botha, 2001).

Dessa forma, a constituicdo do espaco forrageiro engloba tanto o aspecto
morfolégico e estrutural quanto a bioquimica e fisiologia das plantas cultivadas. A
interacdo dos fatores bidticos e abidticos refletem nas respostas aos diferentes estimulos,
podendo alterar 0 metabolismo de carboidratos e a particdo dos fotoassimilados em
diferentes estadios de desenvolvimento.

Diante disso, visou-se avaliar a atividade de invertases e amilases em Capim

Marandu sob diferentes niveis de sombreamento e adubacgéo nitrogenada.
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MATERIAL E METODOS
Local e condugéo do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no periodo de 01 de julho a 09
de novembro de 2016, localizada na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —
Campus “Juvino Oliveira”, na cidade de Itapetinga, BA, situada nas seguintes
coordenadas: 15°38°46” de latitude sul, 40°15°24” de longitude oeste ¢ altitude média de
280 m, no municipio de Itapetinga, BA. O clima do municipio, de acordo com a
classificacdo kdppen, é do tipo “Cw”, mesotérmico umido e sub-Umido quente.

O ensaio foi conduzido em um esquema fatorial 4 x 2, com quatro repeticdes,
sendo 4 niveis de sombreamento (0%, 30%, 50% e 80% de sombreamento) e com e sem
adubacdo nitrogenada de 100 kg N.hal, em um delineamento em blocos ao acaso,
totalizando 32 vasos plésticos com capacidade para 10 dm? e um periodo experimental de
84 dias.

O solo utilizado foi coletado na Fazenda Bela Vista, localizada no municipio de
Encruzilhada, BA, sendo classificado como latossolo vermelho escuro, com textura
franco argilo arenosa. Para analise de solo, amostras simples foram coletadas em pontos
aleatdrios com a profundidade de 0-20 cm, secas ao ar, homogeneizadas para se obter a
amostra composta, em seguida enviada ao Departamento de Engenharia Agricola e Solos
da UESB para a realizacdo de analises quimicas, descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Anéalise quimica do solo

pH mgldm3 e *cmol/dm3 de solo........ccceveiennee, % g/dm3
(H20) P K+ Ca* Mg* APB* H* Nat SBY £ T3 V¢ m® M.OSF
51 2 030 17 1,3 04 43 - 33 37 80 41 11 25

1Soma de bases. 2CTC efetiva. 3CTC pH 7. “Saturagdo por bases. 5Saturacdo por Al%*. ®Matéria organica.
Fonte: Laboratorio de solos da UESB.

Conforme os resultados da andlise de solo e seguindo as recomendacgfes da
Comisséo de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (Alvarez & Ribeiro, 1999),
onde foi adotado o nivel médio tecnoldgico, houve a necessidade de realizar a calagem,
considerando a baixa relacdo calcio/magnésio e para elevar a saturacdo de bases para 50,
foi aplicado calcario calcitico 30 dias antes do transplantio das mudas, na quantidade de
4,8 g por vaso e a adubagcéo fosfatada, realizada no momento do plantio, com 90 kg.ha*
de P2Os, que equivale a 1,3 g de superfosfato triplo por vaso. A adubacéo nitrogenada foi
realizada de forma parcelada em duas vezes, em um total de 100 kg de nitrogénio por

hectare, que corresponde a 1,8 g de ureia por vaso.
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Para determinacdo da capacidade de campo, 0s vasos com solo seco foram
pesados, sendo encharcados e pesados novamente apds o escoamento total da 4gua. Pela
diferenca de peso seco e molhado, foi determinada a méxima capacidade de retengdo de
agua, a qual foi em torno de 18%.

O plantio foi realizado em 01 de julho de 2016 em vasos para producéo de mudas,
usando sementes de Capim Marand( vendidas comercialmente e foram transplantadas em
15 de julho, em um ndmero de dez mudas para cada vaso experimental. Apds 15 dias, foi
feito o desbaste restando quatro plantulas por vaso.

No dia 16 de agosto, foi realizado o corte de uniformizacdo na altura de 10 cm do
solo e implantagédo das telas para o sombreamento. O sentido de posigdo das telas de
nailon foi leste-oeste. Os percentuais de sombreamento utilizados foram de 0, 30, 50 e
80%, de acordo com o fabricante.

As plantas foram irrigadas diariamente, mantendo a capacidade de campo durante
o0 periodo experimental. As temperaturas e umidades minimas, maximas e médias foram
aferidas durante o periodo experimental, que compreende da data de 16 de agosto a 09 de
novembro de 2016, totalizando 84 dias. Figura 1.

35 ~ - 160
A ,l‘l
30 v 140 g
o5 ' 120 g
5 100 =
: 20 4 N . T AT = e : o,
g ’, " \..\_F Y \-f‘,‘_f‘\;'\_n." 1_} ~ B 80 g
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Figura 1: Temperaturas maxima, média e minima e Umidade Relativa do Ar durante o periodo de 16 de
agosto a 09 de novembro de 2017.

As coletas para as analises enzimaticas foram realizadas em dois ciclos, 13 de
setembro e 09 de novembro, que correspondem a 28 ap6s o corte de uniformizacéao e 28
dias ap6s o segundo corte, a 15 cm de altura. Foram coletadas a terceira ou quarta folha

completamente expandida, o caule e a raiz das plantas ao final do segundo periodo quando
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os vasos foram desmanchados. No momento das coletas, 0 material vegetal foi alocado
em sacos papel aluminio, previamente identificados e posteriormente imersos em
nitrogénio liquido para cessar a atividade enzimética. Todo material foi armazenado em
freezer a -80°C para em seguida, serem feitas as analises da atividade enzimatica.

AvaliacOes de Atividade Enzimatica
Extracdo e Incubagéo das Invertases

A extracdo e incubacg&o das invertases solUveis, invertase acida do vacuolo (IAV)
e invertase neutra do citossol (INC) foram realizadas conforme descrito por Zeng et al
(1999), e as invertases insoluveis, invertase acida da parede celular (IAPC), segundo
Cazetta et al. (1999), ambas modificadas por Fries et al. (2003).

A 1AV e INC foram extraidas pela homogeneizacdo de 250 mg de massa fresca
de folha, caule e raiz, maceradas em cadinho de porcelana sobre o gelo, com 1,8 mL do
tampdo de extracdo contendo 100mM de fosfato de potéssio (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 20
mM de &cido ascérbico, seguido pela centrifugacdo a 9.000 g por 20 minutos a uma
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado para incubagdo da IAV e INC.

Para a extracdo da IAPC, o pellet foi ressuspendido e homogeneizado com 1 mL
do seguinte tampéo: 200 mM citrato de sodio (pH 4,8), 5 MM MgCl,, 20 mM de acido
ascorbico, 1 M NaCl. Em seguida, realizou-se uma nova centrifugacdo a 9.000 g por 20
minutos e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado para incubacgéo da IAPC.

A atividade das enzimas foi realizada em tampéo contendo 100mM de fosfato de
potéssio (pH 7,5), 0,5 mM MgCly, para INC e tampdo contendo 200mM de citrato de
sodio (pH 4,8), 0,5 mM MgClz, para IAV e IAPC, ambos acrescidos de 200 mM de
sacarose, sendo utilizado um volume de 600 pL por incubagéo.

A incubacdo foi realizada nos tempos zero (TO) e sessenta minutos (T60). Para o
TO, 200 pL da amostra foram homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e a reacao,
imediatamente, foi paralisada em gelo. Rea¢des had 0 minutos foram determinadas para
eliminar os agucares redutores pré-existentes. Para 0 T60, 200 puL da amostra foram
homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e incubacdo em banho-maria, a 30°C, por
60 minutos. Em seguida, a reacéo foi paralisada em gelo.

Quantificacao das invertases
As enzimas foram quantificadas por espectrofotometria no comprimento de onda

de 540 nm, utilizando-se curva padrdo de glicose e pelo método do é&cido 3,5-
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dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959). A atividade das enzimas foi obtida
pela diferenca dos valores apds 60 minutos de incubacdo daqueles TO. Os resultados
obtidos foram expressos em pumol gli. MF1.h?,

AcuUcares Redutores

Os agUcares redutores foram obtidos a partir do extrato das invertases soltveis, no
tempo 0. A quantificagdo foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda
de 540 nm, utilizando-se curva padrdo de glicose e pelo método do &cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959).

Extracio e Incubacio de a e f-amilase

A extracdo e incubagdo das amilases, a ¢ B foram realizadas como descritas por
Skadsen (1993), modificado por Fries et al., (2003).

A o e B-amilases foram extraidas pela homogeneizacdo de 250 mg de massa fresca
do caule e raiz, maceradas em cadinho de porcelana sobre o gelo, com 2 mL do tampéo
de extracdo contendo 200 mM de fosfato de potassio (pH 5,5), 20 mM acido ascorbico,
seguido pela centrifugacdo a 9.000 g por 20 minutos a uma temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi coletado em tubos separados, sendo metade para a-amilase e metade
para B-amilase. Os tubos identificados para avaliagdo da a-amilase foram colocados em
banho-maria a 70°C por 20 minutos, a fim de inibir a agao da f3-amilase. Posteriormente,
todos os tubos foram mantidos em gelo até a incubacéo.

A atividade das enzimas foi realizada em tampé&o contendo acetato de potassio
200 mM (pH 5,5), 5 mM de CaClz e 1% de amido soluvel, para a amilase e tampao
contendo acetato de potassio 200 mM (pH 5,5) e 1% de amido soliivel para B-amilase,
sendo utilizado um volume final de 400 pL para ambas.

A incubacdo foi realizada nos tempos zero (TO) e sessenta minutos (T60). Para o
TO, 100 pL da amostra foram homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e a reacao,
imediatamente, foi paralisada em gelo. Para o T60, 100 pL da amostra foram
homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e incubacdo em banho-maria, a 30°C, por
60 minutos. Em seguida, a reagdo foi paralisada em gelo.

Quantificacao de a e p-amilase

As enzimas foram quantificadas por espectrofotometria no comprimento de onda
de 540 nm, utilizando-se curva padrdo de glicose e pelo método do é&cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959). A atividade das enzimas foi obtida
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pela diferenca dos valores apo6s 60 minutos de incubacdo daqueles TO. Os resultados
obtidos foram expressos em pmol gli. MF1.h™,
Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, considerando como fontes
de variacio, o efeito da adubagc&o nitrogenada (0 e 100 kg.hat), o efeito do sombreamento
(0, 30, 50 e 80% de sombreamento), a interacdo adubacdo nitrogenada e sombreamento.
A interacéo foi desdobrada, ou nédo, de acordo com a significancia. O efeito do nitrogénio
foi estudado por meio do teste F e o efeito do sombreamento por meio da andlise de

regressdo onde os coeficientes foram testados pelo t. Adotou-se o= 0,05 (SAS, 2017).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubag&o nitrogenada
foi significativa (P<0,05) para a atividade da INC na folha, tanto no 1° quanto no 2° ciclo.
No 1° ciclo, a maior atividade enzimatica foi observada quando as plantas foram adubadas
com 100 kg N.ha™, nos sombreamentos com 30, 50 e 80%. Entretanto a pleno sol, ou 0%
de sombreamento, ndo houveram diferencas entre a atividade enzimatica as plantas
adubadas ou nao (P>0,05). O sombreamento influenciou em um efeito quadratico na INC
quando as plantas foram adubadas, apresentando atividade enziméatica maxima de 190,37
umol gli. MF1.h” em 53,31% de sombreamento. Ja na auséncia de adubacéo, a atividade
média foi de 61,62 pmol gli. MF1.h™ (Tabela 2).

No segundo ciclo, a pleno sol, a maior atividade da INC na folha foi observada
guando as plantas foram adubadas. No entanto, nos demais sombreamentos nao diferiram.
O sombreamento influenciou de forma quadréatica quando as plantas foram adubadas ou
ndo. Na auséncia de adubacio, méaxima atividade da INC foi de 80,31 pmol gli. MF1.h"
em 64,67% de sombreamento, enquanto as plantas adubadas, a maxima foi de 87,33 umol
gli. MF1.h™" em 36,43% de sombreamento.

A interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubacéo nitrogenada
ndo foi significativa (P>0,05) para a atividade da IAV na folha, tanto no 1° quanto no 2°
ciclo. Para ambos os ciclos, a maior atividade da IAV na folha foi observada quando as
plantas foram adubadas. No primeiro ciclo, o0 sombreamento apresentou um efeito
quadratico com maxima atividade enzimatica de 164,98 umol gli. MF1.h" em 55,32% de
sombra. No entanto, no segundo ciclo, 0 sombreamento ndo diferiu, apresentando uma

atividade enzimatica média de 97,87 umol gli. MF1.h".
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Tabela 2. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase &cida do vacuolo (IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em folha de
Capim Marandd, cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 100 kg de nitrogénio por hectare, em dois ciclos

distintos
Adubacéo! 0 ggmbreamentgg 30 Média CV2 Equacdes R2
INC3
12 0 53,85a 88,87 b 53,04 b 50,71 b 61,62 28 97 ¥o=61,62
ciclo 109 ' 95,90 a 187,07 a 176,07 a 171,33 a 157,59 ' Y100=99,416+3,412x-0,032x2 0,92
Média 74,88 137,97 114,55 111,02 109,60
o8 0 19,71 b 59,13 a 80,80 a 76,27 a 58,98 2352 3:(o=18,822+l,9014x-0,0147x2 0,98
ciclo 109 _ 71,34 a 81,22 a 90,56 a 61,20 a 76,08 ' Y100= 69,946+0,9545x-0,0131x2 0,87
Média 45,53 70,18 85,68 68,73 67,53
1AV3
13 0 42,67 159,26 97,44 153,25 113,16 b 34.82
ciclo 109 ' 108,33 206,10 161,42 161,30 159,29 a ' A
Média 75,50 182,68 129,43 157,28 136,22 Yx=84,169+2,9212x-0,0264x2 0,60
28 0 70,44 86,75 65,11 59,70 7050 b 24,02
ciclo 109 _ 122,38 165,84 126,10 86,67 125,25 a A
Média 96,41 126,29 95,60 73,18 97,87 Yx=97,87
IAPC3
18 0 26,11 b 11,80 b 20,39b 55,13 a 28,36 26.84 Si(o: 25,95-0,9411x+0,0163x2 0,99
ciclo 109 . 59,27 a 41,04 a 54,56 a 25,02 b 44 .97 ' Y100= 59,503-0,3632% 0,64
Média 42,69 26,42 37,47 40,08 36,67
o 0 999 b 29,36 a 29,13 a 25,18 a 23,41 41,50 S:(o=10,468+0,7966X-0,0078x2 0,96
ciclo 100 _ 16,63 a 37,96 a 14,72 a 12,01 a 20,33 ' Y100=19,227+0,518x-0,008x%2 0,46
Média 13,31 33,66 21,92 18,60 21,87

kg N.ha; 2Coeficiente de Variacdo; 3umol gli. MF.h't, Médias sequidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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A interagdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubacdo nitrogenada

foi significativa (P<0,05) para a atividade da IAPC na folha, para os dois ciclos. No
primeiro ciclo, a maior atividade enzimatica foi observada nos sombreamentos 0, 30 e
50% quando as plantas foram adubadas. No entanto, a 80% de sombreamento, a maior
atividade foi observada nas plantas que ndo receberam adubacdo. O sombreamento
influenciou de forma quadrética na atividade enzimaticas das plantas que ndo receberam
adubacdo, com minima atividade de 12,36 pmol gli. MF1h* em 28,87% de
sombreamento. Quando as plantas foram adubadas, apresentou um efeito linear
decrescente, reduzindo gradativamente a atividade da enzima a medida que o
sombreamento aumenta.

No segundo ciclo, a pleno sol, a maior atividade da IAPC na folha foi observada
guando as plantas foram adubadas. No entanto, nos demais sombreamentos nao diferiram.
O sombreamento apresentou efeito quadratico para a atividade da IAPC nas plantas
adubadas e ndo adubadas. Na auséncia de adubagdo, a méxima atividade enzimética foi
de 30,80 umol gli. MF.h"em 51,06% de sombreamento. Enquanto nas plantas que foram
adubadas, a maxima foi de 27,61 pmol gli. MF.n" em 32,37% de sombreamento.

Em geral, a adubagdo nitrogenada favoreceu a maior atividade das enzimas
invertases, pois o efeito do aporte de nitrogénio sobre o crescimento das plantas, reflete
diretamente no seu metabolismo, aumentando o requerimento de energia para o
desenvolvimento e expansdo celular. Nos clopastos e pigmentos fotossintesitantes, a
presenca do nitrogénio é essencial. Este mineral participa da constitui¢do das clorofilas a
e b. Na primeira etapa da fotossintese, ocorre a absor¢do de luz por uma molécula
fotoceptora. O principal fotorreptor nos cloroplastos € a clorofila, onde quatro atomos de
nitrogénio dos pirrdis sdo coordenados a um atomo de magnésio (Taiz et al, 2017). Deste
modo, a adubacdo nitrogenada favorece a maior disponibilidade desse nutriente para a
planta, que sugere em uma maior condicdo para realizacdo da fotossintese e producéo de
fotoassimilados.

A expanséo celular dos tecidos imaturos requer hexoses como fonte de energia e
carbono e depende da direcdo da forca de alongamento celular, consequéncia da
manutencdo da pressdo osmotica e do aumento da extensibilidade da parede celular.
Portanto, diversos estudos evidenciam a atuacdo das invertases &cidas no processo de
osmorregulacdo (Gayler & Glasziou, 1972; Gibeaut et al., 1990). Sendo assim, 0s
sombreamentos entre 30 e 50% permitiram a maxima atividade das invertases, atuando

na degracdo da sacarose para utilizacdo nos sitios de maior necessidade e criando um
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grandiente de concetragdo entre diferentes sitios descarregamento dos carboidratos, via

floema.

A interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubacéo nitrogenada
foi significativa (P<0,05) para a atividade enzimatica da INC no caule, no 1° e 2° ciclo.
No primeiro ciclo, em pleno sol e 30% de sombreamento, houve maior atividade da INC
no caule das plantas que receberam adubacdo, enquanto que com 50 e 80% de
sombreamento, ndo diferiu quanto adubacdo. O sombreamento apresentou efeito
quadratico da INC nas plantas que receberam adubacdo, com minima atividade de 97,40
umol gli. MFLh?® em 34,58% de sombreamento. E nas plantas nio adubadas, o
sombreamento ndo diferiu, apresentando atividade média de 57,10 umol gli. MF1.h?
(Tabela 3).

No segundo ciclo, com 50 e 80% de sombreamento, foi observada a maior
atividade da INC quando as plantas foram adubadas. O sombreamento apresentou efeito
quadrético da INC nas plantas adubadas e ndo adubadas. Na auséncia de adubacdo, a
minima atividade foi de 32,39 pmol gli. MF1h? em 27,07% sombreamento, e na
presenca de adubagio, a minima atividade foi de 49,51 pmol gli. MF1.ht em 26,87% de
sombreamento.

A interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubag&o nitrogenada
foi significativa (P<0,05) para a atividade enzimatica da IAV no caule apenas no primeiro
ciclo. A maior atividade da IAV foi observada nas plantas que foram adubadas em todos
os niveis de sombreamento (0, 30, 50 e 80%). Nas plantas ndo adubadas, 0 sombreamento
ndo diferiu, apresentando atividade média de 76,13 pumol gli. MF1.ht. No entanto, a
atividade enzimatica nas plantas que foram adubadas apresentou um efeito linear
decrescente, reduzindo gradativamente a atividade da enzima, a medida que o
sombreamento aumenta. No segundo ciclo, ndo houve interacdo significativa, e a
adubacdo e o sombreamento ndo diferiram, apresentando atividade média de 67,30 pumol
gli. MFL.ht,

A interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubag&o nitrogenada
ndo foi significativa (P>0,05) para a atividade enzimatica da IAPC no caule e a adubacao
e 0 sombreamento néo difeririam, nos dois ciclos, apresentando atividade media de 40,01

umol gli. MF1.h no primeiro ciclo e 24,64 pmol gli. MF*.h! no segundo ciclo.
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Tabela 3. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vactolo (IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em caule de
Capim Marand, cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 100 kg de nitrogénio por hectare, em dois periodos

distintos
Adubacéo?! 0 Som?(r)eamentos 50 30 Média CV2 Equacdes R2
INC3
10 0 48,23 b 59,11 b 61,01 a 60,04 a 57,10 33.76 Yo:57,10
ciclo 109 _ 98,23 a 101,86 a 75,88 a 71,66 a 86,91 ' Y100= 100,51-0,1798x+0,0026x%2 0,75
Média 73,23 80,48 68,44 65,85 72,00
20 0 41,46 a 40,48 a 32,37Db 76,68 b 47,75 93.36 S:(o= 43,453-0,8173x+0,0151x2 0,88
ciclo 109 _ 74,31 a 44,86 a 72,07 a 140,55 a 82,94 ' Y 100= 73,055-1,7521x+0,0326x%2 0,99
Média 57,89 42,67 52,22 108,61 65,35
IAV3
10 0 60,42 b 76,09 b 78,15 b 89,86 b 76,13 44 65 3:(0:76,13
ciclo 109 _ 228,69 a 182,72 a 172,21 a 161,27 a 186,22 ' Y100=219,19-0,8241x 0,88
Média 144,56 129,41 125,18 125,56 131,18
20 0 61,40 65,90 76,21 53,58 64,27 a 4355
ciclo 109 _ 57,47 106,70 58,39 58,77 70,33 a ' .
Média 59,44 86,30 67,30 56,17 67,30 Yx=67,30
IAPC3
10 0 46,79 39,88 39,97 22,95 37,40 a 4311
ciclo 109 _ 37,09 60,56 43,23 29,60 42,62 a '
Média 41,94 50,22 41,60 26,28 40,01 40,01
20 0 16,81 27,15 23,10 21,19 22,06 a 50,78
ciclo 100 _ 36,21 31,45 24,17 17,08 27,23 a )
Média 26,51 29,30 23,63 19,14 24,64 Yx=24,64

kg N.hal; 2Coeficiente de Variacdo; 3 pmol gli. MF1.h't. Médias seguidas de letras distintas minGsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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A invertase citoplasmatica esta envolvida diretamente na degradacdo da sacarose

no caule e em tecidos em ja expandidos. Em pleno sol e auséncia de adubagdo, a maior
atividade dessa enzima esta relacionada a regulacdo osmotica, isto porque as plantas estdo
em contato direto com o sol, o que causa um aumento da taxa de transpiracdo e
fotossintese, podendo ter perdas elevadas de agua, uma vez que 0s estdmatos se
encontram abertos.

No entanto, com o aumento do sombreamento associados a adubacao nitrogenada,
pode ocorrer a competicdo entre as plantas consorciadas ou mesmo entre plantas da
mesma espécie, uma vez que o nitrogénio influencia positivamente o crescimento das
plantas. Dessa forma, a alta atividade enzimética tem como efeito o suprimento da
necessidade energética das plantas com a degradacdo da sacarose, uma vez que a area
fotossintética ativa foi reduzida devido ao sombreamento, ou mesmo para o alongamento
de caule e expanséo das folhas em busca de radiagéo solar.

De modo geral, no caule, a enzima de maior atividade foi a invertase neutra do
citosol (INC) em relacédo as demais invertases (IAV e IAPC). Essa maior atividade esta
diretamente relacionada com a osmorregulacdo e expansao do caule.

De acordo com Lingle (1999), nos tecidos maduros do caule, onde 0s processos
de crescimento estdo praticamente finalizados, concomitante com o declinio da
concentracdo das invertases acidas, a invertase neutra torna-se predominante, situando-se
aparentemente no citoplasma. A atividade dessa enzima, mesmo com o baixo teor, cerca
de 15 a 20% em relacdo as invertases totais, proporciona 0 armazenamento de sacarose
nos espacos intercelulares.

A interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubacéo nitrogenada
ndo foi significativa (P>0,05) para a atividade da INC na raiz, a adubacdo e o
sombreamento néo difeririam, apresentando atividade média de 22,25 pmol gli. MF1.h-
!, Assim como ocorreu na atividade da IAPC na raiz, apresentando valor médio de 14,26
umol gli. MF1.h™. No entanto, a interag&o entre os diferentes niveis de sombreamento e
a adubacdo nitrogenada foi significativa (P<0,05) para a atividade enzimatica da IAV na
raiz. Em pleno sol, a adubagdo influenciou positivamente a atividade enzimaética.
Entretanto, nos demais niveis de sombreamento, a adubacao nédo diferiu. O sombreamento
apresentou efeito quadratico na atividade enzimética das plantas que ndo receberam
adubagéo, com valor maximo de 31,57 pmol gli. MF1.h't em 60,35% de sombreamento,
enguanto gue nas plantas que foram adubadas, o valor minimo foi de 23,11 pmol gli. MF

1 h™ em 41,57% de sombreamento (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vacuolo (IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em raiz de
Capim Marandu, cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 100 kg de nitrogénio por hectare
Sombreamentos

Adubacéo?! 0 30 50 30 Média CV2 Equacdes R2
INC3
2a 0 17,87 23,86 24,58 23,28 22,40 a 26,47
ciclo 109 _ 24,40 16,32 23,93 23,75 22,10 a .
Média 21,14 20,09 24,25 23,51 22,25 Yx=22,25
IAV3
2 0 742 b 24,36 a 31,80a 28,56 a 23,03 37,48 Yo=7,1672+0,8087x-0,0067x2 0,99
ciclo 100 _ 38,16 a 20,77 a 27,30 a 34,66 a 30,22 Y100= 37,285-0,6817x+0,0082x2 0,86
Média 22,79 22,56 29,55 31,61 26,63
IAPC3
28 0 12,71 16,00 21,64 10,77 15,28 a 51,32
ciclo 100 . 20,56 13,69 13,85 12,89 15,25 a X
Média 16,63 14,84 17,75 11,83 15,26 Yx=15,26

kg N.ha; 2Coeficiente de Variacdo; 3 umol gli. MF1.h". Médias seguidas de letras distintas minGsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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Devido ao nitrogénio, que foi fornecido a planta, favorecendo seu crescimento,

houve a necessidade de maior mobilizacdo de reservas energéticas da raiz com a
degradacéo e translocacdo da sacarose para a parte aérea da planta, a fim de suprir a
demanda para alongamento de caule e producdo de novas folhas, e também para manter
o controle osmético, evitando a desidratacdo e niveis criticos de estresse hidrico.

A sacarose é a principal forma de carboidrato que é translocada na planta, via
floema. J& o amido é um carboidrato insoltvel, de reserva, presente em guase todas as
plantas. O interessante € que tanto a sacarose quanto o amido sdo gerados a partir da
triose-fosfato, gerada no ciclo de Calvin. As invertases catalisam a hidrdlise altamente
exotérmica e irreversivel da sacarose em glicose e frutose. Em contraste, uma clivagem
reversivel da sacarose é catalisada pela sintase da sacarose, em UDPG e frutose,
possuindo um papel importante no metabolismo da sacarose em diversas rotas
bioguimicas relacionadas a fungdes metabdlicas, estruturais e de armazenamento em
células de plantas (Winter & Huber, 2000).

Para o descarregamento apoplastico, as enzimas invertases sdo fundamentais. E
necessario que se mantenha o potencial de sacarose sempre baixo na célula receptora
durante o processo de descarregamento, para que ndo haja refluxo desse aglcar. Em
6rgdos com descarregamento simplastico, o baixo potencial quimico de sacarose €
mantido pela respiracdo, ou pela conversdo dos acglcares transportados em compostos
necessarios para o crescimento, ou em polimeros de estoque. J& em Orgdos com
descarregamento apoplastico, as invertases desempenham um papel central na
manutencdo de um baixo potencial de sacarose, para que haja uma chegada continua desse
composto nas células receptoras (Patrick, 1997).

Os teores de acucar redutor na folha (ARf) foram influenciados pelo
sombreamento associado a adubacéo nitrogenada com interacdo significativa (P<0,05) no
primeiro ciclo. Em pleno sol e 30% de sombreamento, a adubagdo promoveu maiores
teores de ARy, entretanto com 50 e 80% de sombreamento, a adubagéo ndo diferiu
(P>0,05). O sombreamento apresentou efeito linear crescente nos teores de ARf das
plantas ndo adubadas, aumentando gradativamente os teores, a medida que se aumentava
0 sombreamento. No entanto, quando as plantas foram adubadas, o efeito linear
decresceu, reduzindo os teores com o0 aumento do sombreamento (Tabela 5).

No segundo ciclo, a interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a

adubacéo nitrogenada néo foi significativa (P>0,05) para os teores de AR, assim como



39
ocorreu no sombreamento, apresentando valor médio de 193,28 umol gli. MF1.h?. Ja

adubacdo favoreceu os maiores teores de agucares redutores nas folhas.

Os teores de acUcar redutor no caule (AR;) foram influenciados pelo
sombreamento associado a adubacéo nitrogenada com interacdo significativa (P<0,05) no
primeiro ciclo. A adubagdo promoveu maiores teores de AR nas plantas nos niveis de 0,
30 e 50% sombreamento. Entretanto, a 80%, os teores néo diferiram quanto a adubacéo.
O sombreamento apresentou efeito quadratico nos teores de AR das plantas nédo
adubadas, com valores maximos de 243,50 pmol gli. MFLh?® em 48,34% de
sombreamento. Em contrapartida, nas plantas adubadas, o efeito foi linear decrescente,
reduzindo os teores a medida que se aumenta o sombreamento. No segundo ciclo, a
interacdo entre os diferentes niveis de sombreamento e a adubacao nitrogenada nao foi
significativa (P>0,05) para os teores de ARc, assim como ocorreu no sombreamento,
apresentando valor médio de 264,16 pmol gli. MF1.h%, J4 adubagéo favoreceu os maiores

teores de acucares redutores nos caules.
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Tabela 5. Teores de acucar redutor na folha (AR), aclcar redutor no caule (ARc) e acucar redutor na raiz (ARy) de Caim Marandu, cultivado sob
diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 100 kg de nitrogénio por hectare, em dois periodos distintos

Sombreamentos

Adubacéo! 0 30 50 30 Média  CV? Equacdes R2
Acucar redutor na folha3
10 0 154,29 b 197,45 b 207,27 a 240,98 a 200,00 21,36 3:(0: 158,05+1,0488x 0,98
ciclo 109 _ 263,17 a 264,77 a 235,80 a 183,65 a 236,85 Y100=277,68-1,0207x 0,83
Média 208,73 231,11 221,53 212,32 218,42
20 0 166,54 165,72 190,27 152,29 168,70 b 15,43
ciclo 109 _ 228,78 250,31 203,60 188,74 217,86 a .
Média 197,66 208,01 196,94 170,51 193,28 Yx=193,28
Acucar redutor no caule3
10 0 87,13 b 282,27 b 184,19 b 197,52 a 187,78 31,60 3{02101,92+5,8583X-0,0606X2 0,62
ciclo 109 _ 417,72 a 420,82 a 312,75 a 214,04 a 341,33 Y100=449,9-2,7142x 0,86
Média 252,43 351,54 248,47 205,78 264,55
20 0 251,82 230,67 232,20 236,53 237,80 b 22,32
ciclo 109 _ 320,27 303,82 261,51 276,45 290,51 a .
Média 286,05 267,25 246,86 256,49 264,16 Yx=264,16
Acucar redutor na raiz?
20 0 163,58 a 210,95 a 196,73 a 164,78 a 184,01 16,82  Yo=165,29+2,0877x-0,0264x2 0,94
ciclo 100 179,72 a 155,47 b 153,93 b 178,17 a 166,82 Y100=166,82
Média 171,65 183,21 175,33 171,48 175,42

kg N.ha; 2Coeficiente de Variagdo; 3 umol gli. MF1.h"t, Médias seguidas de letras distintas mindsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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Os teores de agUcar redutor na raiz (ARy) foram influenciados pelo sombreamento

associado & adubacdo nitrogenada com interagdo significativa (P<0,05). A auséncia de
adubacdo favoreceu os maiores teores AR nos niveis 30 e 50% de sombreamento. O
sombreamento apresentou efeito quadratico nos teores de AR, das plantas ndo adubadas,
com valores maximos de 208,18 umol gli. MF1h? em 41,09% de sombreamento.
Enquanto que os teores néo diferiram nas plantas que foram adubadas, apresentando valor
médio de 166,82 umol gli. MF1.h2.

A reducdo dos teores de agucares redutores nas folhas, principalmente no segundo
ciclo, pode estar relacionada as baixas taxas fotossintéticas. Uma vez que o
sombreamento reduz a luminosidade incidente e a velocidade de crescimento, tendo como
consequéncia uma menor area foliar, possivelmente a taxa fotossintética sera
comprometida, resultando na producao dos fotoassimilados.

A atividade da a-amilase no caule foi influenciada pelo sombreamento associado
a adubacdo nitrogenada com interacao significativa (P<0,05) apenas no segundo ciclo.
No primeiro ciclo, a atividade enzimatica ndo diferiu quanto a adubacdo. No entanto, o
sombreamento apresentou efeito linear decrescente, reduzindo gradativamente a
atividade enzimaética, a medida que se aumenta o sombreamento (Tabela 6).

No segundo ciclo e em pleno sol, a maior atividade enzimética foi obtida quando
as plantas foram adubadas. Os demais niveis de sombreamento ndo diferiram quanto a
adubacdo. O sombreamento apresentou efeito quadratico sob a atividade enzimatica das
plantas ndo adubadas, com valor maximo de 94,04 umol gli. MF1.h"t em 42,17% de
sombreamento. No entanto, quando adubadas, o efeito foi linear decrescente.

Na raiz, a atividade da a-amilase foi influenciada pelo sombreamento associado a
adubacdo nitrogenada com interacdo significativa (P<0,05). Em pleno sol, a auséncia de
adubacdo promoveu maior atividade dessa enzima, enquanto a 30 e 50%, as maiores
atividades foram observadas na presenca de adubacdo. O sombreamento apresentou efeito
quadratico na atividade enzimaticas, tanto nas plantas ndo adubadas quanto nas adubadas.
Na auséncia de adubagéo, o valor minimo foi de 0,25 pumol gli. MF1.ht em 41,05% de
sombreamento e na presenca de adubacéo, o valor maximo foi de 0,76 pumol gli. MF1.h;

1em 35,75% de sombreamento.
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Tabela 6. Atividade da a ¢ B-amilase em caule e raiz de Capim Marandu, cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com

0 ou 100 kg de nitrogénio por hectare, em dois ciclos

Sombreamentos

Adubacéo?! 30 50 30 Média CV2 Equacdes R2
a-amilase — Caule3
0 155,86 83,98 56,93 58,21 88,75 a 70,91
1°ciclo 100 120,64 257,09 89,99 72,93 135,16 a
Média 138,25 170,54 73,46 65,57 111,96 ?x=157,58-1,1406x 0,57
0 20,13 b 129,64 a 52,72 a 52,65 a 63,78 49,88 3?02 30,137+3,0782x-0,0365x2 0,48
2°ciclo 100 178,90 a 98,25 a 57,61 a 54,27 a 97,26 Y100= 160,69-1,5858x 0,85
Média 99,51 113,94 55,16 53,46 80,52
a-amilase — Raiz3
0 0,94 a 0,22b 0,18 b 0,52 a 0,47 48,92  Yo=0,934-0,0332x+0,004x2 0,99
2°ciclo 100 0,47b 0,89 a 0,59 a 0,41 a 0,59 Y100= 0,5048+0,0143%x-0,0002x2 0,72
Média 0,71 0,56 0,39 0,47 0,53
B-amilase — Caule?
0 101,14 65,92 90,14 123,71 9523 b 70,07
1°ciclo 100 333,31 293,99 238,74 128,82 248,72 a
Média 217,23 179,96 164,44 126,27 171,97 ¥x=171,97
0 322,15a 52,52 a 84,37 a 90,09 b 137,28 60,14  Yo=311,58-9,9789x+0,0918x2 0,91
2°ciclo 100 140,83 b 122,79 a 134,82 a 294,12 a 173,14 3?1002 143,93-2,8903x+0,0591x2 0,98
Média 231,49 87,66 109,60 192,10 155,21
B-amilase — Raiz®
0 1,17 0,41 0,67 0,87 0,78 a 60,30
2°ciclo 100 0,66 0,36 0,44 1,13 0,65a
Média 0,91 0,39 0,55 1,00 0,71 Y= 0,8939-0,0244x+0,0003x2 0,99

kg N.hal; 2Coeficiente de Variacdo; 3 pmol gli. MF1.h't. Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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A atividade da B-amilase no caule foi influenciada pelo sombreamento associado
a adubacdo nitrogenada com interacdo significativa (P<0,05) apenas no segundo ciclo.
No primeiro ciclo, a adubacgéo nitrogenada favoreceu a maior atividade da p-amilase no
caule, no entanto, 0 sombreamento ndo diferiu, apresentando valor médio de 171,97 umol
gli. MFLh. No segundo ciclo, a 80% de sombreamento, a adubagdo favoreceu a
atividade da beta amilase. Porém, nos demais niveis de sombreamento, a adubacgdo nao
diferiu. O sombreamento apresentou efeito quadratico sob as plantas ndo adubadas e
adubadas. Na auséncia de adubacéo, o valor minimo observado foi de 40,39 umol gli.
MF1.hem 54,34% de sombreamento, e na presenca de adubacéo, o valor minimo foi de
208,59 pmol gli. MF*.h"tem 24,45% de sombreamento. Na raiz, ndo apresentou interagéo
entre o sombreamento associado a adubacdo nitrogenada e a adubacéo nédo diferiu quanto
aos niveis de sombreamento (P>0,05). No entanto, 0 sombreamento apresentou efeito
quadratico, com atividade minima de 0,39 umol gli. MFLh? em 40,67% de
sombreamento.

Acredita-se que somente com a agdo conjunta da a-amilase, f-amilase, enzima
desramificadora e a-glicosidase pode-se obter in vivo a completa hidrdlise do amido
(Beck; Ziegler, 1989; Sarikaya et al., 2000). No entanto, a Unica enzima, em plantas,
capaz de fazer a liberacdo de glicanos soluveis, a partir de granulos de amido, seja a a-
amilase (Henrissat e Bairoch, 1996).

A quantidade de a e B-amilase depende de varios fatores: variedade, condigdes
climaticas, competicdo por nutrientes. Quanto mais elevada a temperatura, maior a
atividade de degradacdo dessa enzima (Saika et al., 2005). Dessa forma, a degradacéo do
amido é necessaria quando a planta se encontra em algum tipo de estresse. Neste caso, 0
sombreamento e o corte (pastejo) caracterizam um fator estressante, que prejudica a
fotossintese. Para que a planta tenha uma imediata recuperacéo, ela utiliza da degradacéo
de suas reservas, aumentando a atividade dessas enzimas.

Desse modo, a area foliar remanescente apds desfolhacdo assume grande
importancia por aumentar o vigor da rebrotagdo, resultado da imediata producdo de
carboidratos pela fotossintese, fato que proporciona a planta menor tempo de dependéncia

dos carboidratos de reserva como fonte de energia para a sua recuperagao.
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CONCLUSOES

A adubacdo aumenta a atividade enzimatica. As invertases aumentam atividade
quando sombreadas de 30 a 50% e em pleno sol, estd diretamente ligada ao sistema
osmorregulador. A reducdo dos teores dos agucares redutores esta relacionada a baixa
taxa fotossintética e 0 aumento o e B-amilase estd associada a utilizagdo das fontes de

reservas para suprir as necessidades enérgicas.
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IV - CAPITULO II
ATIVIDADE DE INVERTASES E AMILASES EM ESTILOSANTES

CAMPO GRANDE SOB SOBREAMENTO E ADUBACAO
FOSFATADA

RESUMO - Objetivou-se avaliar a atividade de invertases e amilases em
Estilosantes Campo Grande sob diferentes niveis de sombreamento e adubag&o fosfatada.
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, em um esquema fatorial 4x2 (niveis
de sombreamento 0%, 30%, 50% e 80% e adubagcéo fosfatada 0 e 150 kg N.ha?). Foi
avaliado a atividade das enzimas, invertase neutra do citossol (INC), &cida do vacuolo
(IAV) e &cida da parece celular (IAPC), os teores de acucares redutores e atividade das
enzimas o e -amilases, nas folhas, caules e raizes. Adotou-se a= 0,05. A atividade da
INC na folha, no primeiro e segundo ciclo, apresentou interacdo significativa. No 1° ciclo,
as plantas que receberam adubagdo e com 0 e 30% de sombreamento apresentaram
maiores atividades enzimaticas. Ja a 50% de sombreamento, a maior atividade foi
observada nas plantas ndo adubadas. J& no 2° ciclo, as maiores atividades enzimaticas
foram observadas nas adubas e com 0, 50 e 80% de sombreamento. Assim como na IAV,
apenas no primeiro ciclo, onde as plantas que adubas e a 0% de sombreamento
apresentaram maiores atividades enzimaticas. No entanto, IAPC apresentou interacao
significativa somente no 1° ciclo. As plantas que receberam adubacdo e 30% de
sombreamento apresentaram maiores atividades. Os teores de agucares redutores na folha
(ARy) apresentaram interag&o significativa no primeiro ciclo, onde “0% de sombreamento,
0s maiores terrores de ARs foram observados na presenca de adubacao, enquanto a 80%
de sombreamento, na auséncia de adubacdo. A interacdo nao foi significativa para a
atividade da a-amilase no caule, no 1° ciclo, assim como a adubagdo e o sombreamento
nao diferiram quanto a atividade da a-amilase no caule, apresentando atividade média de
76,45 umol gli. MF1.h’t, No entanto, no 2° ciclo, a interacéo foi significativa. A atividade
da B-amilase no caule no 1° ciclo e na raiz apresentou interacdo significativa. A maior
atividade 3-amilase no caule foi observado a 30 e 50% de sombreamento nas plantas néo
adubadas. Conclui-se que a adubacéo favorece a atividade das invertases, uma vez que 0
fosforo participa da constituicdo de diversas moleculas mediadoras da fotossintese, no
entanto o sombreamento ndo altera diretamente na atividade enzimética. Os teores de

acucares redutores sugerem alta atividade fotossintética em sombreamento de até 30%. A
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a ¢ P-amilases pouco se alteraram com o sombreamento e adubagdo, mostrando que
auséncia de adubagéo resulta em maior utilizacdo das reservas.

Palavras-chave: Fésforo, Fotoassimilados, Metabolismo
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INVERTASE ACTIVITY AND AMILASES IN GROWING FIELD
STYLOSANTS UNDER FOSPHATING FOCUSING AND FODDER

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the activity of invertebrates
and amylases in Estilosantes Campo Grande under different levels of shading and
phosphate fertilization. The experiment was carried out in greenhouse, in a 4x2 factorial
scheme (0%, 30%, 50% and 80% shading levels and phosphate fertilization 0 and 150 kg
N.ha-1). The activity of the enzymes, cytosol-neutral invertase (Inv-N), vacuole acid
(Inv-V) and cell-acid-acidity (Inv-CW) were determined, the levels of reducing sugars
and the activity of a and B-amylases in leaves, stems and roots. A = 0.05 was used. The
Inv-N activity in the leaf, in the first and second cycle, presented significant interaction.
In the 1st cycle, the plants that received fertilization and with 0 and 30% of shading
presented greater enzymatic activities. At 50% shading, the highest activity was observed
in the non-fertilized plants. In the second cycle, the highest enzymatic activities were
observed in the fertilizers and with 0, 50 and 80% shading. As in the InvV only in the
first cycle, where the plants that fertilized and at 0% of shading presented higher
enzymatic activities. However, Inv-CW showed significant interaction only in the first
cycle. The plants that received fertilization and 30% of shading presented greater
activities. Reducing sugars contents in the leaf (ARf) showed significant interaction in the
first cycle, where '0% of shading, the highest terrors of AR were observed in the presence
of fertilization, while 80% of shading, in the absence of fertilization. The interaction was
not significant for a-amylase activity in the stem, in the first cycle, as well as fertilization
and shading did not differ in the activity of a-amylase in the stem, presenting a mean
activity of 76.45 umol gli. MF-1.h-1. However in the 2nd cycle, the significant
interaction. The activity of f-amylase in the stem in the 1st cycle and in the root showed
significant interaction. The higher p-amylase activity in the stem was observed at 30 and
50% shading in the non-fertilized plants. In general, shading does not directly alter
enzymatic activity. It is concluded that the fertilization favors the activity of the
invertases, since the phosphorus participates in the constitution of several molecules
mediating photosynthesis, however, the shading does not change directly in the enzymatic
activity. The RS contents suggest high photosynthetic activity in shading up to 30%. The
a and B-amylases were little affected by shading and fertilization, showing that the
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absence of fertilization results in higher reserves utilization.Keywords: Phosphorus,
Photoassimilates, Metabolism
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INTRODUCAO

A sustentabilidade dos sistemas pastoris pode ser melhorada com a utilizagéo de
leguminosas em consorcio com gramineas (Shonieski et al., 2011), reduzindo os gastos
diretos com fertilizantes, melhorando a disponibilidade de forragem pelo aporte de
nitrogénio ao sistema por meio de sua reciclagem e transferéncia para a graminea
consorciada e aumentar também o periodo de utilizacdo das pastagens (Barcellos et al.,
2008), desde que os recursos bidticos e abidticos ndo sejam um fator limitante para o
desenvolvimento de uma das espeécies.

De acordo com a Embrapa Gado de Corte (2000), o Estilosantes é uma forrageira
rica em proteina e executa uma fungdo importante de transformar o nitrogénio encontrado
na atmosfera e fixa-lo biologicamente no solo, reduzindo os investimentos em insumos
agricolas, contribuindo para a reducdo dos impactos ambientais e possibilitando maior
ganho de peso nos animais.

As plantas dependem da aquisicdo de energia luminosa para o crescimento e
persisténcia. Os carboidratos sdo sintetizados nas folhas através da fotossintese e
translocados para tecidos na forma de sacarose, a fim de sustentar o metabolismo e
crescimento, ou para serem armazenados como sacarose ou amido (Franklin & Whitelam,
2005). No entanto, com a limitacdo de luminosidade, as plantas buscam estratégias
adaptativas para tolerar ou escapar do sombreamento causado pela vegetacao vizinha. Por
conta disso, as plantas estdo continuamente ajustando seu crescimento e desenvolvimento
para otimizar a atividade fotossintética frente a competicédo por luz.

Nos ultimos anos, tornou-se evidente que os agucares, principalmente a sacarose
e 0s seus produtos de clivagem, sdo importantes sinais metabolicos que afetam a
expressao de diferentes classes de genes e estdo envolvidos na regulacdo do
desenvolvimento das plantas. Assim, o metabolismo, fracionamento e deteccdo da
sacarose sao Vitais para todas as fases do ciclo de vida da planta (Roitsch & Gonzaélez,
2004).

A sacarose dissacaridica e os produtos de clivagem, glicose e frutose sdo as
moléculas centrais para a translocacdo, metabolismo e deteccdo de carboidratos em
plantas superiores. As invertases medeiam a clivagem hidrolitica da sacarose nos
monomeros de hexose. As plantas possuem trés tipos de invertases, que estdo localizadas
no apoplasto, no citoplasma e no vacuolo, respectivamente. Tornou-se evidente que as
isoenzimas de invertase extracelular e vacuolar sdo enzimas metabodlicas chave que estéo

envolvidas em varios aspectos do ciclo de vida da planta e na resposta da planta a
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estimulos ambientais porque seus substratos e produtos de reagdo sdo nutrientes e
moléculas de sinal (Clark et al., 2003). No entanto, pouco se sabe sobre a atividade dessas
enzimas em plantas leguminosas forrageiras submetidas ao sombreamento e adubacéo
fosfatada.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a atividade enzimatica de invertases e
amilases de Estilosantes Campo Grande sob diferentes niveis de sombreamento e na

presenca ou auséncia de adubacéo fosfatada.
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MATERIAL E METODOS
Local e condugéo do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacao no periodo de 01 de julho a 09
de novembro de 2016, localizada na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —
Campus “Juvino Oliveira”, na cidade de Itapetinga, BA, situada nas seguintes
coordenadas: 15°38°46” de latitude sul, 40°15°24” de longitude oeste e altitude média de
280 m. O clima do municipio, de acordo com a classificacdo kdppen, é do tipo “Cw”,
mesotérmico umido e sub-umido quente.

O ensaio foi conduzido em um esquema fatorial 4 x 2, com quatro repeticdes,
sendo 4 niveis de sombreamento (0%, 30%, 50% e 80% de sombreamento) e com e sem
adubacdo fosfatada de 150 kg P.Os.hal, em um delineamento em blocos ao acaso,
totalizando 32 vasos plésticos com capacidade para 10 dm? e um periodo experimental de
84 dias.

O solo utilizado foi coletado na Fazenda Bela Vista, localizada no municipio de
Encruzilhada, BA, sendo classificado como latossolo vermelho escuro, com textura
franco argilo arenosa. Para analise quimica de solo, amostras simples foram coletadas em
pontos aleatdrios com a profundidade de 0-20 cm, secas ao ar, homogeneizadas para se
obter a amostra composta, em seguida, enviada ao Departamento de Engenharia Agricola
e Solos da UESB para a realizacdo de analises fisicas e quimicas, descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Anélise quimica do solo

pH *mgldm3 e, *cmol/dm3de solo.........cccvevvneene. % g/dm?3
(H:0) P K* Ca? Mg¥ AP* H* Na* SB! ©2 T V' m® MOS
5,1 2 03 17 13 04 43 - 33 37 80 41 11 25

1Soma de bases. 2CTC efetiva. 3CTC pH 7. *Saturagéo por bases. Saturacdo por AI**. ®Matéria organica. Fonte:
Laboratorio de solos da UESB.

Conforme os resultados da anélise de solo e seguindo as recomendacBes da
Comissao de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (Alvarez & Ribeiro, 1999),
onde foi adotado o nivel médio tecnoldgico, houve a necessidade de realizar a calagem,
considerando a baixa relacdo calcio/magnésio e para elevar a saturagdo de bases para 50,
foi aplicado calcario calcitico 30 dias antes, na quantidade de 4,8 g por vaso e a adubacéo
fosfatada, realizada no momento do plantio, com 150 kg.ha™ de P2Os, que equivale a 2,16
g de superfosfato triplo por vaso.

Para determinacdo da capacidade de campo, os vasos com solo seco foram
pesados, sendo encharcados e pesados novamente ap0s 0 escoamente total da dgua. Pela
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diferenca de peso seco e molhado, foi determinada a méaxima capacidade de retencéo de
agua, a qual foi em torno de 18%.

O plantio foi realizado diretamente nos vasos em 01 de julho de 2016, usando
sementes de Estilosantes Campo Grande vendidas comercialmente e em 15 de julho.
Foram selecionadas um nimero de dez plantulas para cada vaso. Ap6s 15 dias, foi feito
0 desbhaste restando quatro plantulas por vaso experimental.

No dia 16 de agosto, foi realizado o corte de uniformizacéo na altura de 15 cm do
solo e implantacdo das telas para 0 sombreamento artificial. O sentido de posicao das
telas de nailon foi Leste-Oeste. Os percentuais de sombreamento utilizados foram de 0,
30, 50 e 80%, de acordo com o fabricante.

As plantas foram irrigadas diariamente mantendo a capacidade de campo durante
o0 periodo experimental. As temperaturas minimas, maximas e médias foram aferidas
durante o periodo experimental, que compreende da data de 16 de agosto a 09 de
novembro de 2016, totalizando 84 dias (Figura 1).
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Figura 1: Temperaturas maxima, média e minima e Umidade Relativa do Ar durante o periodo
experimental.

As coletas para as analises enzimaticas foram realizadas em dois ciclos, 13 de
setembro e 09 de novembro, que correspondem a 28 apds o corte de uniformizacéao e 28
dias ap6s o segundo corte, a 15 cm de altura. Foram coletadas a terceira ou quarta folha
completamente expandida, o caule e a raiz plantas ao final do segundo periodo quando os
vasos foram desmanchados. No momento das coletas, o material vegetal foi alocado em

sacos de papel aluminio, previamente identificados e posteriormente imersos em
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nitrogénio liquido para cessar a atividade enzimatica. Todo material foi armazenado em
freezer a -80°C para em seguida serem feitas as analises da atividade enzimatica.
AvaliacOes de Atividade Enzimatica

Extracéo e Incubacéo das Invertases

A extracdo e incubac¢&o das invertases solUveis, invertase &cida do vacuolo (IAV)
e invertase neutra do citossol (INC) foram realizadas conforme descrito por Zeng et al
(1999), e as invertases insoluveis, invertase acida da parede celular (IAPC), segundo
Cazetta et al. (1999), ambas modificadas por Fries et al. (2003).

A 1AV e INC foram extraidas pela homogeneizacdo de 250 mg de massa fresca
de folha, caule e raiz, maceradas em cadinho de porcelana sobre o gelo, com 1,8 mL do
tampdo de extracdo contendo 100mM de fosfato de potéssio (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 20
mM de acido ascorbico, seguido pela centrifugacdo a 9.000 g por 20 minutos a uma
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado para incubagdo da IAV e INC.

Para a extracdo da IAPC, o pellet foi 55cience5555dido e homogeneizado com 1
mL do seguinte tampdo: 200 mM citrato de sddio (pH 4,8), 5 mM MgClz, 20 mM de
acido ascorbico, 1 M NaCl. Em seguida, realizou-se uma nova centrifugacdo a 9.000 g
por 20 minutos e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado para incubacéo da
IAPC.

A atividade das enzimas foi realizada em tampao contendo 100mM de fosfato de
potéssio (pH 7,5), 0,5 mM MgCl,, para INC e tampdo contendo 200mM de citrato de
sodio (pH 4,8), 0,5 mM MgCl», para IAV e IAPC ambos acrescidos de 200 mM de
sacarose, sendo utilizado um volume de 600 pL por incubagdo.

A incubacdo foi realizada nos tempos zero (TO) e sessenta minutos (T60). Para o
TO, 200 pL da amostra foram homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e a reacao,
imediatamente, foi paralisada em gelo. Rea¢bes ha 0 minutos foram determinadas para
eliminar os acucares redutores pré-existentes. Para o T60, 200 pL da amostra foram
homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e incubacdo em banho-maria, a 30°C, por
60 minutos. Em seguida, a reacéo foi paralisada em gelo.

Quantificacao das invertases

As enzimas foram quantificadas por espectrofotometria no comprimento de onda
de 540 nm, utilizando-se curva padrdo de glicose e pelo método do é&cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959). A atividade das enzimas foi obtida
pela diferenca dos valores apds 60 minutos de incubacdo daqueles TO. Os resultados

obtidos foram expressos em pumol gli. MF1.h™,
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Acucares Redutores

Os acgucares redutores foram obtidos a partir do extrato das invertases sollveis, no
tempo 0. A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda
de 540 nm, utilizando-se curva padrdo de glicose e pelo método do é&cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959).

Extracio e Incubacgao de a e p-amilase

A extracdo e incubacdo das amilases, o e B, foram realizadas como descritas por
Skadsen (1993), modificado por Fries et al., (2003).

A a e B-amilases foram extraidas pela homogeneizacdo de 250 mg de massa fresca
do caule e raiz, maceradas em cadinho de porcelana sobre o gelo, com 2 mL do tampé&o
de extracdo contendo 200 mM de fosfato de potassio (pH 5,5), 20 mM é&cido ascorbico,
seguido pela centrifugacdo a 9.000 g por 20 minutos a uma temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi coletado em tubos separados, sendo metade para a-amilase e metade
para B-amilase. Os tubos identificados para avaliagdo da a-amilase foram colocados em
banho-maria a 70°C por 20 minutos, a fim de inibir a a¢do da f-amilase. Posteriormente,
todos os tubos foram mantidos em gelo até a incubacéo.

A atividade das enzimas foi realizada em tampao contendo acetato de potassio 200
mM (pH 5,5), 5 mM de CaCl; e 1% de amido solivel, para o amilase e tampao contendo
acetato de potassio 200 mM (pH 5,5) e 1% de amido soluvel, para B-amilase, sendo
utilizado um volume final de 400 pL para ambas.

A incubacdo foi realizada nos tempos zero (TO) e sessenta minutos (T60). Para o
TO, 100 pL da amostra foram homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e a reacéo,
imediatamente, foi paralisada em gelo. Para o T60, 100 puL da amostra foram
homogeneizadas em microtubos tipo eppendorf e incubacdo em banho-maria, a 30°C, por
60 minutos. Em seguida, a reacdo foi paralisada em gelo.

Quantificacao de a e p-amilase

As enzimas foram quantificadas por espectrofotometria no comprimento de onda
de 540 nm, utilizando-se curva padrdo de glicose e pelo método do éacido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959). A atividade das enzimas foi obtida
pela diferenca dos valores apds 60 minutos de incubacdo daqueles TO. Os resultados
obtidos foram expressos em pumol gli. MF1.h,

Anélise Estatistica
Os resultados foram submetidos a anélise de variancia considerando como fontes

de variagio o efeito da adubagcéo fosfatada (0 e 150 kg.ha), o efeito do sombreamento
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(0, 30, 50 e 80% de sombreamento) e a interacdo adubacédo fosfatada e sombreamento. A
interacdo foi desdobrada, ou ndo, de acordo com a significancia. O efeito do fosforo foi
estudado por meio do teste F e 0 efeito do sombreamento por meio da analise de regressao

onde os coeficientes foram testados pelo t. Adotou-se a= 0,05 (SAS, 2017).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da INC na folha, no primeiro e segundo ciclos, foi influenciada pelo
sombreamento associado a adubacéo fosfatada com interacao significativa (P<0,05). No
primeiro ciclo, as plantas que receberam adubacao e foram submetidas a pleno sol (0%
de sombreamento) e 30% de sombreamento apresentaram maiores atividades
enzimaticas. J& as submetidas a 50% de sombreamento, a maior atividade foi observada
nas plantas ndo adubadas. No entanto, quando a 80% de sombreamento, a atividade
enzimatica ndo diferiu (P>0,05) quanto a adubacdo. O sombreamento apresentou efeito
quadratico, apresentando méaxima atividade da INC na folha das plantas que receberam
adubagcéo fosfatada, com valor de 47,74 pmol gli. MF.h"tem 47,21% de sombreamento.
No entanto, quando as plantas ndo foram adubadas, o efeito do sombreamento foi linear
decrescente, reduzindo gradativamente a atividade enzimatica, a medida que se aumenta
0 sombreamento (Tabela 2).

No segundo ciclo, as plantas que receberam adubac&o e foram submetidas a pleno
sol (0% de sombreamento) e 50 e 80% de sombreamento, apresentaram maiores
atividades enzimaticas. No entanto, quando a 30% de sombreamento, a atividade
enzimatica ndo diferiu (P>0,05) quanto a adubacdo. O sombreamento apresentou efeito
quadrético, apresentando minima atividade da INC na folha das plantas que recebeu
adubacéo fosfatada, com valor de 43,36 pumol gli. MF1.h"tem 39,06% de sombreamento.
Em contrapartida, quando as plantas ndo foram adubadas, ndo houve diferenciacédo quanto
ao sombreamento, apresentando valor médio de 95,18 pumol gli. MF1.h,

A atividade da IAV na folha foi influenciada pelo sombreamento associado a
adubacdo fosfatada com interacdo significativa (P<0,05) apenas no primeiro ciclo. As
plantas que receberam adubacéo e foram submetidas a pleno sol (0% de sombreamento)
apresentaram maiores atividades enzimaticas. Ja as submetidas a 80% de sombreamento,
a maior atividade foi observada nas plantas ndo adubadas. O sombreamento apresentou
efeito linear crescente sob a atividade da IAV na folha das plantas ndo adubadas,
aumentando a atividade da enzima com o aumento gradativo do sombreamento. No
entanto, quando adubadas, ndo diferiu, apresentando valor médio de 51,22 umol gli. MF
! hl. No segundo ciclo, as plantas na auséncia de adubagao fosfatada, apresentaram maior
atividade da IAV na folha. O sombreamento néo diferiu quanto a atividade enzimatica,

apresentando valor médio de 101,25 umol gli. MF1.h,
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Tabela 2. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase &cida do vacuolo (IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em folha de
Estilosantes Campo Grande cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 150 kg de fésforo por hectare, em dois

ciclos
Adubacéo? 0 So;nobreamentosso(%) 30 Média CVz  Equagdes R2
INC3
0 33,89b 43,28 b 50,23 a 40,11 a 41,88 20.22 Yo= 33,255+0,6138x-0,0065x2 0,90
12ciclo 150 57,17 a 63,11a 37,73b 39,04 a 49,26 ’ Y 150= 60,78-0,2879x 0,58
Média 45,53 53,19 43,98 39,58 45,57
0 65,96 b 45,04 a 4457 b 68,24 b 55,95 27 06 3:(0= 66,088-1,1639x+0,0149x2 0,99
2%ciclo 150 109,67 a 55,50 a 114,42 a 101,13 a 95,18 ' Y1s0= 95,18
Média 87,81 50,27 79,49 84,69 75,57
IAV3
0 16,63 b 43,78 a 54,56 a 85,66 a 50,16 26.97 3:(0216,401+0,8439X 0,99
12ciclo 150 56,89 a 53,96 a 47,80 a 46,24 b 51,22 ’ Y150=51,22
Média 36,76 48,87 51,18 65,95 50,69
0 120,69 155,25 95,05 123,71 123,67 a 53 10
2¢ciclo 150 131,53 50,38 57,43 75,96 78,82 b :
Média 126,11 102,82 76,24 99,83 101,25 ?x2101,25
IAPC3
0 8,91a 513 b 924 a 30,21 a 13,37 42 86 32(029,0569-0,3975x+0,0083x2 0,99
12ciclo 150 8,36 a 14,59 a 15,80 a 12,79b 12,89 ’ Y150=13,13
Média 8,64 9,86 12,52 21,50 13,13
0 3,54 3,57 3,51 0,64 2,82a 53 86
28ciclo 150 4,31 2,93 2,27 1,96 2,87a ’
Média 3,93 3,25 2,89 1,30 2,84 ?x= 4,1215-0,032x 0,93

kg P,0s.hat; 2Coeficiente de Variacéo; 3 pmol gli. MF1.h't. Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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A atividade da IAPC na folha foi influenciada pelo sombreamento associado a
adubacdo fosfatada com interacéo significativa (P<0,05) somente no primeiro ciclo. As
plantas que receberam adubacéo e foram submetidas 30% de sombreamento apresentaram
maiores atividades enzimaticas. Ja as submetidas a 80% de sombreamento, a maior
atividade foi observada nas plantas ndo adubadas. O sombreamento apresentou efeito
quadratico, apresentando minima atividade da IAPC na folha das plantas que receberam
adubacéo fosfatada, com valor de 4,29 umol gli. MF.ht em 23,95% de sombreamento.
No entanto, quando as plantas ndo foram adubadas, o sombreamento nao diferiu,
apesentando valor médio de 13,13 pmol gli. MF.h"t. No segundo ciclo, a adubagéo ndo
diferiu quanto a atividade da enzima, porém o sombreamento apresentou efeito linear
crescente, aumentando a atividade enzimatica com o aumento do sombreamento.

A producdo de carboidratos, através da fotossintese, € a caracteristica mais
proeminente das plantas e a sacarose, dissacarideo ndo redutor, desempenha um papel
central no metabolismo das plantas. Os carboidratos séo sintetizados em folhas de origem
e translocados para tecidos na maioria das espécies na forma de sacarose para sustentar o
metabolismo e crescimento heterotréficos, ou para serem armazenados como sacarose ou
amido (Roitsch; Gonzélez, 2004).

As enzimas invertases quebram a sacarose em hexoses, disponibilizando as
células carbono e energia para 0s processos de respiracdo e bem como energia para a
sintese de numerosos compostos diferenciados. As invertases podem ainda estar
envolvidas no transporte de sacarose a longas distancia, por criar o gradiente de
concentracdo de sacarose entre 0s sitios de carregamento e descarregamento do floema
(Eschrich, 1980; Mohan et al., 2005).

Dessa forma, as plantas em pleno sol e que receberam a adubacdo fosfatada,
apresentaram uma maior atividade das enzimas invertases devido a alta atividade
fotossintética. Isto porqué o fésforo (P) é elemento fundamental na constituicdo de
moléculas catalisadoras da fotossintese, coenzimas, na transferéncia de energia da célula,
na respiracdo, componente estrutural dos acidos nucléicos de genes e cromossomos
formacdo de compostos organicos como fosfoproteinas, fosfolipideos e fotoassimilados.

As limitagOes na disponibilidade de P, no inicio do ciclo vegetativo, podem
resultar em restricdes no desenvolvimento, das quais a planta ndo se recupera
posteriormente, mesmo aumentando o suprimento de P a niveis adequados (Grant et al.,
2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S136013850400250X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S136013850400250X
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A atividade da INC no caule foi influenciada pelo sombreamento associado a
adubacdo fosfatada com interacdo significativa (P<0,05) apenas no primeiro ciclo. As
plantas que receberam adubacdo e foram submetidas 30 e 80% de sombreamento
apresentaram maiores atividades enzimaticas. Ja as submetidas a 0 e 50% de
sombreamento, a atividade ndo diferiu (P>0,05). O sombreamento apresentou efeito
quadratico, apresentando méaxima atividade da INC no caule das plantas que receberam
adubacéo fosfatada, com valor de 45,34 pmol gli. MF.h"tem 50,97% de sombreamento.
E quando as plantas ndo foram adubadas, a atividade maxima foi de 97,59 umol gli. MF
1 h' em 41,27% de sombreamento. No segundo ciclo, a adubagio e 0 sombreamento ndo
diferiram quanto a atividade enzimaética (P>0,05) apresentando valor médio de 116,72
umol gli. MF1.h? (Tabela 3).

A atividade da IAV no caule foi influenciada pelo sombreamento associado a
adubacdo fosfatada com interacdo significativa (P<0,05) apenas no segundo ciclo. As
plantas ndo adubas e em pleno sol apresentaram maiores atividades enzimaticas. As
demais nédo diferiram quanto a adubacdo (P>0,05). O sombreamento apresentou efeito
quadratico, apresentando minima atividade da IAV no caule das plantas que néo
receberam adubacio fosfatada, com valor de 42,60 umol gli. MF1.h"t em 57,62% de
sombreamento. Nas plantas adubadas, a atividade da enzima ndo diferiu, apresentando
valor médio de 74,11 pumol gli. MF1.h"t. No primeiro ciclo, a adubag&o proporcionou
maior atividade enzimatica da IAV no caule. No entanto, 0 sombreamento néo diferiu,
apresentando valor médio de 63,78 umol gli. MF1.h2,

A interagdo nédo foi significativa (P>0,05) para a atividade da IAPC nos dois
ciclos. No primeiro ciclo, houve maior atividade da enzima quando as plantas receberam
adubacdo e o sombreamento nao diferiu, apresentando valor médio de 16,34 umol gli.
MF1.h. No entanto, no segundo ciclo, a adubagdo e o sombreamento ndo diferiram,

apresentando valor médio de 2,36 pmol gli. MF1.h2,
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Tabela 3. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vactolo (IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em caule de
Estilosantes Campo Grande cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 150 kg de fosforo por hectare, em dois

ciclos
Adubacéo? 0 Son;greamentos 5(;/0) 30 Média Cvz Equacdes R2
INC3
18 0 30,61 a 36,81 b 62,06 a 34,21b 40,92 oF 93 3{0=27,745+1,0246X-0,0113X2 0,55
ciclo 159 _ 44,60 a 111,83 a 77,74 a 59,61 a 73,45 ' Y150=49,057+2,3523%-0,0285x2 0,74
Média 37,61 74,32 69,90 46,91 57,18
o8 0 166,16 111,78 97,60 96,05 117,90 a 3268
ciclo 159 _ 113,90 123,71 148,25 76,34 11555a ’ .
Média 140,03 117,74 122,92 86,19 116,72 Yx=116,72
IAV3
12 0 27,54 43,99 67,17 44,65 45,84 b 50.09
ciclo 159 _ 70,30 127,33 65,84 63,41 81,72 a ’ .
Média 48,92 85,66 66,50 54,03 63,78 Yx=63,78
02 0 209,42a 60,742 64,68 a 62,52a 99,34 29 15 Yo= 204,63-5,6239x+0,0488x> 0,95
ciclo 159 _ 75,04 b 82,99 a 89,08 a 49,34 a 74,11 ’ Y1s50=74,11
Média 142,23 71,87 76,88 55,93 86,73 0,77
IAPC3
13 0 8,26 8,06 8,77 7,86 824 b 52 13
ciclo 159 _ 24,63 31,29 24,83 17,04 24,45 a : .
Média 16,45 19,67 16,80 12,45 16,34 Yx=16,34
08 0 4,02 3,31 2,23 1,65 2,80 a 60,20
ciclo 150 _ 1,56 3,58 1,12 1,41 1,92 a X
Média 2,79 3,44 1,67 1,53 2,36 Yx=2,36

kg P,0s.hat; 2Coeficiente de Variacdo; 3 pmol gli. MF1.h't. Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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Crescimento e desenvolvimento de plantas sdo acompanhados por mudancgas nas
relagbes fonte-dreno. Além disso, as plantas, como formas de vida sésseis,
desenvolveram mecanismos reguladores que permitem uma resposta flexivel no que diz
respeito a assimilacdo da particéo para requisitos especificos do habitat, tais como fatores
de estresse biodtico e abidtico (Roitsch; Gonzélez., 2004). O sombreamento pode
modificar a forma de aquisicdo de energia luminosa, utilizando mais energia para
alongamento de caule e expansao de novas folhas.

Dessa forma, a fotossintese por unidade de indice de area foliar aumenta em
decorréncia da adaptacéo das folhas sombreadas & maior intensidade de luz e da producgéo
de novas folhas (Da Silva & Pedreira, 1997). Porém, os carboidratos produzidos antes do
sombreamento sdo armazenados na base do colmo e, ou raizes, quando ha excesso de
producdo fotossintética.

O sombreamento é considerado um fator estressante para as plantas, ja que impede
a maxima absorcdo de luz, afetando assim a otimizacdo dos processos fotossintéticos.
Desse modo, os resultados apontam em uma maior atividade das invertases quando as
plantas foram sombreadas, devido a maior exigéncia de degradacdo da sacarose e
translocacédo dos fotoassimilados, a fim de suprir as exigéncias metabdlicas em diferentes
tecidos.

A enzima de isoforma &cida, encontrada predominantemente nos tecidos em
expansdo e crescimento, estando ligadas a parede celular e esta envolvida na particdo e
distribuicdo da sacarose fora dos tecidos dreno, no aploplasto, estabelecendo um
gradiente de concentracdo dos tecidos fonte para os drenos (Roitsch; Gonzélez, 2004;
Yao et al., 2009).

A interacdo ndo foi significativa (P>0,05) para a atividade da INC e IAPC naraiz.
Nesse 6rgao, a adubacdo e o sombreamento ndo diferiram apresentando atividade média
de 17,82 umol gli. MF1.h"tda INC. No entanto, a maior atividade da IAPC foi observada
nas plantas que ndo receberam adubacdo, porém o sombreamento ndo diferiu,

apresentando valor médio de 10,46 pmol gli. MF1.h"}(Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vacuolo (IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em raiz de
Estilosantes Campo Grande cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 150 kg de fésforo por hectare
Sombreamentos (%)

Adubagcéo! 0 30 £0 80 Média  CV2 Equacdes R?
INC?
2a 0 13,97 16,66 24,77 14,76 17,54 a 35.44
ciclo 159 _ 17,02 17,29 21,88 16,18 18,09 a ’ .
Media 15,50 16,98 23,33 15,47 17,82 Yx=17,82
IAV3
2a 0 15,70 b 24,63 a 25,46 a 28,37 a 23,54 37 74 3:(0223,54
ciclo 150 _ 38,88 a 22,58 a 14,70 a 30,05a 26,55 ’ Y1s0=39,547-0,971x+0,0105x2 0,96
Média 27,29 23,61 20,08 29,21 25,05
IAPC3
2 0 11,69 12,35 12,02 11,93 12,00 a 36,04
ciclo 159 . 6,71 7,70 11,86 9,41 892 b A
Media 9,20 10,02 11,94 10,67 10,46 Yx=10,46

kg P,0s.hat; 2Coeficiente de Variacdo; 3 pmol gli. MF1.h't. Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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A atividade da IAV na raiz foi influenciada pelo sombreamento associado a
adubacdo fosfatada com interacdo significativa (P<0,05). Em pleno sol, a maior atividade
da IAV naraiz foi observada na presenca de adubacdo. O sombreamento apresentou efeito
quadratico sob a atividade enzimatica nas raizes das plantas adubadas com fésforo, cuja
atividade minima foi de 17,09 pmol gli. MF1.h"t com 46,23% de sombreamento. No
entanto, na auséncia de adubagdo a atividade da enzima ndo diferiu, apresentando
atividade média de 23,54 pmol gli. MF1.h,

A relacdo raiz-parte aérea da planta aumenta quando existe deficiéncia de P no
inicio do seu desenvolvimento. Isto significa que a reducdo no crescimento, por efeito da
deficiéncia de P, geralmente é maior na parte aérea da planta que nas raizes, permitindo
desta forma manter pelo menos o crescimento radicular para encontrar e extrair P do solo.
O crescimento das raizes e da parte aérea é paralela a distribuicdo do P nestes 6rgaos
(Grant et al., 2001).

Nas raizes, a concentracdo de invertases sugere que, tanto a adubacdo quanto o
sombreamento, ndo alteram sua atividade. Desse modo, o fésforo, por ser elemento
essencial para desenvolvimento e aumento da densidade das raizes, contribui para a
manutencdo da eficiéncia energética no 6rgao, melhorando a absor¢do de nutrientes e
agua através pélos radiculares.

Sendo assim, o equilibrio do fosforo disponivel para a planta, em diferentes tipos
de solo, significa uma retencdo de P nas raizes para satisfazer suas necessidades quando
0 contetdo de P do solo for baixo, exportacdo de P para a parte aérea quando ele for
suficiente e retencdo de P nas raizes quando ele estiver em alta concentragdo no solo para
evitar toxidez de P na parte aérea (Pereira et al., 2015).

Os teores de acUcares redutores na folha (ARyf) foram influenciados pelo
sombreamento associado a adubacdo fosfatada com interacdo significativa (P<0,05) no
primeiro ciclo. Em pleno sol, os maiores terrores de ARs foram observados na presenca
de adubacéo, enquanto a 80% de sombreamento, 0os maiores teores foram observados na
auséncia de adubacdo. O sombreamento apresentou efeito linear crescente sob os teores
de agUcares redutores na folha das plantas que ndo foram adubadas. Enquanto que nas
plantas que receberam adubagdo, o efeito foi linear decrescente, mostrando que a medida
que se aumentou 0 sombreamento, houve uma reducéo gradativa dos teores de ARs. No
segundo ciclo, tanto a adubacdo quanto o sombreamento ndo diferiram, apresentando
terrores médios de AR¢199, 56 umol gli. MF1.h*! (Tabela 5).
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Tabela 5. Teores de acUcar redutor na folha (ARs), acucar redutor no caule (ARc) e agUcar redutor na raiz (ARy) de Estilosantes Campo Grande
cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50, e 80%), com 0 ou 150 kg de fosforo por hectare em dois ciclos

Sombreamentos (%)

Adubacao! 0 30 50 80 Média CWV2 Equacdes R2
Folha3
18 0 146,09 b 170,04 a 178,78 a 274,27 a 192,30 37,67 3:(02 130,95+1,5337x 0,84
ciclo 159 _ 311,97 a 214,14 a 144,30 a 149,21 b 204,91 Y 150= 289,72-2,1203x% 0,83
Média 229,03 192,09 161,54 211,74 198,60
2a 0 188,72 219,32 204,75 180,24 198,26 a 17,89
ciclo 159 _ 202,91 235,14 179,63 185,78 200,87 a .
Média 195,82 227,23 192,19 183,01 199,56 Yx=199,56
Caule3
12 0 183,02 198,49 225,57 265,03 218,03 a 24 60
ciclo 159 _ 194,16 290,26 227,82 227,81 235,01 a ' .
Média 188,59 244,38 226,69 246,42 226,52 Yx=226,52
2a 0 222,67 259,34 244,33 217,54 235,97 a 16.38
ciclo 159 _ 202,28 306,45 234,94 208,37 238,01 a ’ A
Média 212,48 282,89 239,64 212,96 236,99 Yx=217,58+2,4676x-0,0324x%2 0,74
Raiz3
2a 0 156,31 a 153,12 a 149,72 a 157,78 a 154,23 8.47 Yo: 154,23
ciclo 150 . 117,99 b 145,60 a 156,61 a 161,56 a 145,44 ' Y1s0= 123,64+0,545x 089
Média 137,15 149,36 153,16 159,67 149,83

kg P,0s.hat; 2Coeficiente de Variacdo; 3 pmol gli. MF1.h™t. Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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A interacdo ndo foi significativa (P>0,05) para os teores de agucares redutores no
caule (ARc) no primeiro e segundo ciclo. A adubacdo nédo diferiu quanto aos teores AR
para ambos ciclos, assim como no sombreamento no primeiro ciclo. No entanto, no
segundo ciclo, 0 sombreamento apresentou efeito quadratico com maximo teor de 264,56
umol gli. MFL.h em 38,08% de sombreamento.

Os teores de agUcar redutor na raiz (ARy) foram influenciados pelo sombreamento
associado a adubacéo fosfatada com interacao significativa (P<0,05). Em pleno sol, os
maiores terrores de AR, foram observados na presenca de adubacéo, no entanto, os demais
sombreamentos ndo diferiram (P>0,05). O sombreamento apresentou efeito linear
crescente nos teores AR nas plantas que receberam adubacdo, no entanto as néo
adubadas, ndo diferiram, apresentando teor médio de 154,23 pmol gli. MF1.h,

Os teores acucares redutores na folha demostram alta atividade fotossintética até
30% de sombreamento. A partir deste nivel, os resultados apresentam uma redugdo desses
valores com o aumento do sombreamento, resultante da baixa interceptagcdo luminosa,
tendo como consequéncia, a baixa producdo de fotoassimilados. O aumento do
sombreamento também sugere a degradacdo de reservas, uma vez que a taxa fotossintética
é reduzida, sendo necessario adaptacdes fisioldgicas para manter o metabolismo e
desenvolvimento das plantas.

A interagdo ndo foi significativa (P>0,05) para a atividade da a-amilase no caule,
no primeiro ciclo, assim como a adubacdo e o sombreamento ndo diferiram quanto a
atividade da a-amilase no caule, apresentando atividade média de 76,45 pmol gli. MF*.h-
! Em contrapartida, a atividade da a-amilase no caule no segundo ciclo foi influenciada
pelo sombreamento associado a adubacéo fosfatada com interacdo significativa (P<0,05).
No segundo ciclo, a maior atividade da enzima foi observada a 0 e 30% de sombreamento
nas plantas adubadas, no entanto, a 50 e 80% de sombreamento, a maior atividade foi
observada nas plantas ndo adubadas. Na raiz, a adubacdo né&o diferiu, enquanto o
sombreamento apresentou efeito quadratico com atividade minima de 27,77 pumol gli.
MF1.h"t em 22,59%. (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividade da a e B-amilase em caule e raiz de Estilosantes Campo Grande, cultivado sob diferentes niveis de sombreamento (0, 30, 50,

e 80%), com 0 ou 150 kg de fosforo por hectare, em dois ciclos

Sombreamentos (%)

Adubacéo?! 0 30 50 80 Média  CV2 Equacdes R2
a-amilase — Caule3
18 0 39,85 77,09 106,82 154,19 94,49 a 26.01
ciclo 159 _ 46,65 106,93 45,80 34,28 58,41 a ' .
Média 43,25 92,01 76,31 94,24 76,45 Yx=76,45
2a 0 68,48 b 48,67 b 134,94 a 140,52 a 98,15 36.39 3:(02 54,102+1,1013x 0,64
ciclo 159 _ 131,45 a 142,60 a 5491 b 43,72 b 93,17 ' Yis0=144,77-1,29x 0,73
Média 99,97 95,64 94,92 92,12 95,66
a-amilase — Raiz3
2a 0 38,77 37,14 28,41 62,02 4159 a 4827
ciclo 159 _ 23,80 15,09 39,58 59,76 34,56 a ' .
Média 31,28 26,12 34,00 60,89 38,07 Yx=31,228-0,4834x+0,0107x2 0,99
B-amilase — Caule?
12 0 116,37 a 198,80 a 240,91 a 28,55 a 146,16 4339 Yo=108,83+6,9516x-0,0983x* 0,93
ciclo 159 _ 62,23 a 124,61 b 70,30 b 59,65 a 79,20 ' Y150=79,20
Média 89,30 161,70 155,60 44,10 112,68
2a 0 60,37 75,02 119,63 96,22 87,81a 3212
ciclo 159 _ 47,07 43,31 72,53 191,55 88,61 a ' .
Média 53,72 59,16 96,08 143,89 88,21 Yx=41,436-1,1694x% 0,89
B-amilase — Raiz®
a 0 30,78 a 26,23 b 31,93 a 33,60 a 30,63 56.23 ¥o=30,63
ciclo 159 _ 48,23 a 62,64 a 28,90 a 22,10 a 40,47 ’ Y 150= 56,734-0,4067x% 0,56
Média 39,50 44,44 30,41 27,85 35,55

kg P,0s.hat; 2Coeficiente de Variacdo; 3 pmol gli. MF1.h™t. Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).
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Embora diferentes tipos de enzimas sejam capazes de liberar, in vitro, glicanos

solUveis a partir de granulos de amido, acredita-se que a Unica enzima capaz de o fazer
nas plantas seja a a-amilase. Ela apresenta papel central no processo de hidrélise do amido
e, por possuir atividade endo-amilolitica, a a-amilase promove alteracdes marcantes no
gréo de amido, fornecendo ou aumentando a disponibilidade de substrato para outras
enzimas degradativas, sendo a enzima responsavel pelo ataque inicial aos granulos, capaz
ainda de degrada-los inteiramente (Beck e Ziegler, 1989; Irving, 1999).

Quando a degradacao do amido supera a capacidade de utilizacdo de agucares, 0
aumento na concentragdo dos agucares soluveis reprime a expressdo de genes da a-
amilase, atuando como mecanismo de feedback negativo, que pode ser encontrado
regulando outros genes responsivos a concentracao de agucar ou de outros produtos do
metabolismo de carbono (Terashima et al., 1996).

A atividade da B-amilase no caule, no primeiro ciclo e na raiz, foi influenciada
pelo sombreamento associado a adubac&o fosfatada com interag&o significativa (P<0,05).
A maior atividade f-amilase no caule foi observada a 30 e 50% de sombreamento nas
plantas ndo adubadas. O sombreamento apresentou efeito quadratico sob a atividade da
B-amilase no caule das plantas ndo adubadas, com valor maximo de 231,73 pmol gli. MF
1 h? em 35,36% e enquanto nas plantas adubadas, 0 sombreamento néo influenciou na
atividade da enzima, com valor médio de 79,20 pumol gli. MF1.h"t. No segundo ciclo, a
adubacdo ndo diferiu quanto a atividade da enzima e o0 sombreamento apresentou efeito
linear decrescente, reduzindo a atividade da enzima a medida que se aumenta o
sombreamento.

Na raiz, a atividade da -amilase foi observada nas plantas adubadas e submetidas
a 30% de sombreamento (P<0,05). Os demais sombreamentos ndo diferiram (P>0,05)
quanto a adubacdo. O sombreamento apresentou efeito linear decrescente na atividade da
B-amilase na raiz das plantas adubadas, reduzindo a atividade com o aumento do
sombreamento. Ja nas plantas ndo adubadas, o sombreamento nédo diferiu, apresentando
valor médio de 30,63 pmol gli. MF1.h?,

A quantidade de o e B-amilase depende de varios fatores: variedade, condigdes
climaticas, tamanho do ndcleo embrionario, contetdo de 4gua mais elevado, temperatura
de germinacdo. Quanto mais elevada a temperatura, mais rapido € o processo (Saika et
al., 2005).

A degradacdo e utilizagdo do amido, considerado a principal fonte de reserva

energética, sdo fundamentais para a manutencdo metabolica das plantas. Quando
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submetidas ao estresse, corte/pastejo e sombreamento, mecanismos adaptativos sé@o

ativados, como o aumento da atividade das enzimas de degradacédo, a fim de manter a
sobrevivéncia das plantas ou recuperar seu metabolismo natural. No entanto, com a
severidade e a persisténcia do estresse, pode exaurir as reservas tendo como consequéncia
a senescéncia das plantas.

Desse modo, a area foliar remanescente ap6s desfolhacdo assume grande
importancia por aumentar o vigor da rebrotacdo, resultado da imediata producdo de
carboidratos pela fotossintese, fato que proporciona a planta menor tempo de dependéncia
dos carboidratos de reserva como fonte de energia para a sua recuperagao. Nesse contexto,
para rapida recuperacgdo do dossel, deve-se observar a restauracao das reservas organicas,
a area foliar residual (Brougham, 1956), a intercepcao luminosa pelo dossel, as perdas
por senescéncia e respiracao (Parsons et al., 1983) e o numero de folhas vivas por perfilho
(Fulkerson & Slack, 1994).
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CONCLUSOES

A adubacéo favorece a atividade das invertases, uma vez que o fosforo participa
da constituicdo de diversas moléculas mediadoras da fotossintese, no entanto o
sombreamento ndo altera diretamente na atividade enzimatica. Os teores de agucares
redutores sugerem alta atividade fotossintética em sombreamento de até 30%. A o e B-
amilases pouco se alteraram com o sombreamento e adubac&o, mostrando que auséncia

de adubacdo resulta em maior utilizacédo das reservas.
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V — CAPITULO Il

METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM ESTILOSANTES CAMPO
GRANDE SOB DOIS SISTEMAS DE CULTIVO E ADUBAGCAO
NITROGENADA

RESUMO- Obijetivou-se verificar a atividade das invertases em Estilosantes cv. Campo
Grande, sob influéncia do sistema de cultivo e adubacéo nitrogenada, em duas estacoes.
O experimento foi conduzido em uma area de Capim Xaraés, onde o Estilosantes foi
implantado e submetido a um esquema fatorial 2x2, sendo dois sistemas de cultivo
(monocultura e consércio) e auséncia ou presenca de adubagdo (75 kg de N.hal).
Utilizou-se delineamento em blocos casualizados, com quatro repeticdes. A atividade das
invertases neutra do citosol (INC), &cida do vacuolo (IAV) e &cida da parede celular
(IAPC) e os teores de agUcares redutores, nas folhas e caules, foram avaliados e analisados
pelo teste F, a 5% de probabilidade. A interacdo entre sistema de cultivo e adubacao
nitrogenada foi significativa para INC, nas folhas, no verdo, de forma que maior atividade
ocorreu em funcdo do consorcio e da adubacdo nitrogenada. O nitrogénio aumentou a
atividade da INC, no caule, nos dois periodos e da 1AV na folha, no verdo, bem como
diminuiu a IAPC, no outono. O sistema de cultivo influencia a atividade da INC,
independente do periodo do ano e néo interfere nas atividades das invertases acidas. As

invertases ndo apresentam alteracGes regulares em relacdo a adubacéo nitrogenada.

Palavras-chave: carboidratos, consércio, fotoassimilados, leguminosas, nitrogénio
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METABOLISM OF CARBOHYDRATES IN ESTILOSANTES CAMPO

GRANDE UNDER DIFFERENT SYSTEMS OF CULTIVATION AND
NITROGEN FERTILIZATION

Abstract: The objective of this study was to verify the activity of the invertebrates in
Estilosantes under influence of the cultivation system and nitrogen fertilization in two
seasons. The experiment was conducted in the Xaraés area, where Estilosantes was
implanted and submitted to the 2x2 factorial scheme, being two cultivation systems
(monoculture and mixed-pasture) and absence or presence of fertilization (75 kg of N.ha"
1. A randomized block design, four replications, was used. The neutral cytosol (Inv-N),
vacuole acid (Inv-V) and cell wall acid (Inv-CW) invertase activity and reducing sugar
contents in the leaves and stems were evaluated and analyzed by the 5% probability F
test. The interaction between cultivation system and nitrogen fertilization was significant
for Inv-N, in the leaves, in the summer, so that greater activity occurred as a function of
the consortium and nitrogen fertilization. Nitrogen increased activity of Inv-N, in the
stem, in both periods and Inv-V in leaf, in summer, as well as decreased Inv-CW in the
fall. The cultivation system influences the activity of the Inv-N, regardless of the period
of the year and does not interfere with the activities of the acid invertases. The invertases
do not show regular changes in relation to nitrogen fertilization.

Keywords: carbohydrates, legumes, mixed pasture, nitrogen, photoassimilates
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INTRODUCAO

O extrativismo, principal forma de exploracdo da pecuaria no Brasil, vem
causando danos tanto na degradacéo das pastagens quanto do solo, devido a ndo reposi¢édo
dos nutrientes retirados pelas plantas. O esgotamento da fertilidade nos solos acarreta
problemas desde as caracteristicas fisicas e quimicas, até a qualidade da forragem ali
produzida, reduzindo a oferta de alimento para o animal, prejudicando seu desempenho
(Barcellos. et al., 2008).

Embora o uso de adubagdo, em especial a nitrogenada, tenha melhorado o
desempenho produtivo das forrageiras, sua utilizagao tem sido limitada, devido aos custos
elevados dos fertilizantes quimicos, da disponibilidade pluviométrica da regido e da
frequente necessidade de aplicacdo (Martha Jr. et al., 2006).

A consorciagdo das gramineas com leguminosas pode favorecer o sistema, uma
vez que, ao fixar o nitrogénio através da simbiose com bactérias do género Rhizobium,
este nutriente pode ser disponibilizado para as gramineas, mantendo a produtividade e
sustentabilidade do sistema com custos reduzidos e por periodos mais longos.

A produtividade depende do metabolismo das plantas, incluindo, principalmente,
0s processos de fotossintese e translocacdo na producéo e distribuicdo de carboidratos.
As plantas apresentam diferentes tipos de carboidratos, soltveis e insoliveis, de reserva
e estruturais, e a predominancia destes nos tecidos, bem como a sua estrutura quimica,
variam entre espécies, 0rgaos, tecidos e células, além de variar ao longo do dia e das
diferentes estacGes do ano (Souza. et al, 2005).

Apbs a sintese da glicose pela fotossintese, € necessario que ela seja enviada aos
Orgdos dreno para ser utilizada no crescimento ou reserva. Assim, a glicose é
metabolizada em sacarose para que possa ser transportada (Taiz et al, 2017). O
metabolismo da sacarose é vital no ciclo de vida da planta e sua utilizacdo como fonte de
energia e de carbono requer sua hidrolise. As enzimas invertases quebram a sacarose em
hexoses, disponibilizando as células, os carboidratos para o processo de respiracdo, com
a finalidade de producéo de energia e sintese de compostos destinados ao crescimento e
desenvolvimento. As invertases podem ainda estar envolvidas no transporte de sacarose
a longas distancias por criar o gradiente de concentragdo desse carboidrato entre os sitios
de carregamento e descarregamento do floema (Eschrich, 1980; Roitsch; Gonzélez,
2004).
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As enzimas invertases sdo encontradas em diversas isoformas, com diferentes

propriedades bioquimicas e localizagdo subcelular: invertase neutra do citosol, invertase
acida do vacuolo e invertase acida de parede celular (Tymowska-Lalanne E Kreis, 1998;
Rohwer; Botha, 2001).

Todavia, estudos do metabolismo do carbono, envolvendo as invertases, bem
como a caracterizacdo dos efeitos do sistema de cultivo e adubagéo nitrogenada sobre a
atividade dessas enzimas em plantas forrageiras sdo escassos. Assim, objetivou-se
verificar a atividade das invertases em plantas de Estilosantes Campo Grande, sob

influéncia do sistema de cultivo e adubag&o nitrogenada, em duas esta¢des do ano.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de novembro de 2013 a junho de 2015 em
uma area de Brachiaria brizantha cv. Xaraés ja estabelecida ha 6 anos, pertencente ao
setor de Bovinicultura de Leite da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — Campus
“Juvino Oliveira”, no municipio de Itapetinga — BA, situado nas seguintes coordenadas:
15°38°46” de latitude sul, 40°15°24” de longitude oeste e altitude média de 280 m. O
clima do municipio, de acordo com a classificagdo képpen, é do tipo “Cw”, mesotérmico
umido e sub-umido quente.

Os dados meteoroldgicos durante o periodo experimental foram obtidos no
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e apresentados do dia 21 de um més até o
dia 20 do més seguinte (Figura 1).
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Figura 1. Precipitacdo (mm) e temperatura (°C) méaxima, minima e média durante o periodo
experimental (nov/13 — jun/15). Fonte: INMET.

A cultivar Estilosantes cv. Campo Grande (Estilosantes) foi avaliada e submetido
a um esquema fatorial 2 x 2, o qual apresentou dois sistemas de cultivo: 1- Estilosantes
solteiro e 2- Estilosantes consorciado com capim Xaraés, sendo cada sistema de cultivo
avaliado na auséncia de adubacdo nitrogenada e com uma dose de 75 kg de nitrogénio
por hectare.

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, com quatro repeti¢Ges, o
que totalizou 16 parcelas de 4 m de largura por 3 m de comprimento (12 m2), com o
espacamento de 50 cm entre linhas no consorcio e 30 cm entre linhas nas parcelas de

leguminosa solteira.
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Em novembro de 2013, iniciou-se o preparo da area, rebaixando o Capim Xaraés

a 5 cm do solo. Em seguida, foram realizadas a demarcacgdo das parcelas, abertura dos
sulcos nas parcelas que receberam o sistema de cultivo consorciado e limpeza e abertura
dos sulcos das parcelas onde foi semeado o Estilosantes solteiro.

A coleta da amostra de solo foi realizada camada de 0-20 cm, de profundidade em
zigue-zague pela area experimental, onde foram coletadas dez amostras simples e as
mesmas misturadas para se obter a amostra composta, que foi enviada ao Laboratorio de
Solos do Departamento de Engenharia Agricola e Solos da UESB, para a realizagdo das
andlises fisica (Tabela 1) e quimica (Tabela 2) do solo.

Tabela 1. Andlise fisica do solo

Composicdo granulométrica (g/kg) Classe textual
Avreia Silte Argila Franco arenosa
805 55 140

Fonte: Laboratério de solos UESB.

Tabela 2. Andlise quimica do solo

Ph mg/dmd *cmolc/dm3 de solo........cccevrvvncnnnn % g/dm3
(H0) P K* Ca** Mg APF* H" Na* SB' 2 T3 V' m* M.O.S
5,8 16 0,70 16 1,0 02 22 - 33 35 57 58 6 16

1Soma de bases. 2CTC efetiva. 3CTC pH 7. “Saturagdo por bases. 5Saturagdo por Al**. ®Matéria organica.
Fonte: Laboratdrio de solos da UESB.

Conforme os resultados da anélise de solo e seguindo as recomendagfes da
Comissao de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (Alvarez & Ribeiro, 1999),
sendo adotado o médio nivel tecnoldgico, ndo houve necessidade de calagem, ja que o
solo apresentou uma saturagdo por bases de 58%. De acordo com as recomendacdes de
Cantarutti et al. (1999), ndo foi preciso realizar a adubacdo com potassio, o qual se
encontrava com boa disponibilidade. Por outro lado, o fosforo apresentou-se com
disponibilidade baixa, sendo necessaria a aplicacdo, a lanco no momento do plantio, de
50 kg.ha de PoO°®, o que correspondeu a 278 kg.ha de Super Simples (333 g/parcela).

Em dezembro de 2013, logo apés a adubacéo fosfatada, foi realizada a semeadura
manual do Estilosantes. Foi utilizado no consorcio 3 kg.ha™ de sementes puras e viaveis
(7,6 g de sementes/parcela) e 5 kg.ha® de sementes puras e vidveis para o sistema de
cultivo solteiro (12,7 g de sementes/parcela). A semente utilizada possuia 95% de pureza
e 60% de germinagé&o.

As parcelas foram mantidas limpas por meio de capina manual, para que nao
houvesse interferéncia de invasoras no estabelecimento da leguminosa. Em marco 2014,

trés meses apds o plantio, foi realizado o corte de uniformizacdo a 15 cm do solo, com
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auxilio de tesoura de poda e, em seguida, foi realizada manualmente a adubag&o

nitrogenada com ureia, correspondendo a 75 kg de nitrogénio por hectare, nas parcelas
que receberam esse tratamento.

As avaliacOes das atividades enzimaticas foram realizadas nos periodos medianos
de verdo (dezembro de 2014 a margo de 2015), sendo considerado como periodo chuvoso,
e de outono (mar¢o a junho de 2015), sendo considerado o periodo seco, de acordo com
os dados meteorologicos disponibilizados pelo INMET.

As coletas foram realizadas nos dias 02 de marc¢o e 01 de junho do ano de 2015.
Foram coletadas a terceira ou quarta folha completamente expandida e partes medianas
de caule de quatro plantas. No momento das coletas, o material vegetal foi alocado em
sacos de papel aluminio, previamente identificados e posteriormente imersos em
nitrogénio liquido para paralisar a atividade enzimatica. Todo o material foi armazenado
em freezer a -80°C para, em seguida, serem feitas as analises da atividade enzimatica.

A extragdo e incubacéo das invertases soluveis, invertase acida do vactolo (IAV)
e invertase neutra do citossol (INC) foram realizadas conforme descrito por Zeng et al.
(1999), e a invertase insollvel, invertase &cida da parede celular (IAPC), segundo Cazetta
et al. (1999), ambas modificadas por Fries et al. (2003).

A 1AV e INC foram extraidas pela maceracdo e homogeneizacao de 250 mg de
massa fresca em 1,8 mL do tampao de extracdo gelado, contendo 100 mM de fosfato de
potéssio (pH 7,5), 5 mM MgCl2 e 20 mM de &cido ascorbico, seguido pela centrifugacao
a 9.000 g por 20 minutos a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado para
incubacédo da IAV e INC.

Para a extracdo da IAPC, o pellet foi ressuspendido e homogeneizado por 7
minutos, com 1 mL do seguinte tamp&o: 200 mM citrato de sédio (pH 4,8), 5 mM MgCly,
20 mM de &cido ascérbico e 1 M NaCl. Em seguida, realizou-se uma nova centrifugacéo
a 9.000 g por 20 minutos e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado para
incubacéo da IAPC.

A atividade das enzimas foi realizada em meio de reagdo contendo 100 mM de
fosfato de potassio (pH 7,5) e 0,5 mM MgCl> para INC e contendo 200 mM de citrato de
sodio (pH 4,8) e 0,5 mM MgCl,, para IAV e IAPC ambos acrescidos de 200 mM de
sacarose.

A incubacdo foi realizada nos tempos zero (TO0) e sessenta minutos (T60). Para o
TO, 200 pL da amostra foram homogeneizadas em eppendorf e a rea¢do, imediatamente,

foi paralisada em gelo. ReagBes ha 0 minutos foram determinadas para eliminar os



81
acucares redutores pré-existentes. Para 0 T60, 200 pL da amostra foram homogeneizadas

em eppendorf e a incubacdo foi realizada em banho-maria, a 30°C, por 60 minutos. Em
seguida, a reacdo foi paralisada em gelo.

A atividade das enzimas foi determinada pelo produto final, quantificando-se 0s
acucares redutores pelo método do &cido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). A
atividade das enzimas foi obtida pela diferenca dos valores ap6s 60 minutos de incubacéo
daqueles TO. Os resultados obtidos foram expressos em pmol gli.g™* MF.h2.

Os acUcares redutores foram obtidos a partir do extrato das invertases soluveis e
a quantificacdo foi realizada pelo método do acido dinitrossalicilico (DNS) (Miller,
1959).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as medidas comparadas
por meio do teste F onde foi adotado, para ambos os testes, o nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa Statistical Analysis System — SAS versdo 9.2
(SAS, 2017).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo entre sistema de cultivo e adubagdo nitrogenada foi significativa
(P<0,05) somente para atividade da invertase neutra do citosol (INC), nas folhas de
plantas Estilosantes, no periodo de verao.

A maior atividade da INC na folha foi influenciada pelo sistema de cultivo
consorciado, associado a presenca da adubacdo nitrogenada. No geral, o sistema de
cultivo consorciado, tanto na auséncia quanto na presenca da adubacdo nitrogenada, se
sobressaiu em relacdo ao sistema solteiro, com maior atividade da INC na folha.
Entretanto, no caule, houve diferencga significativa apenas para adubacéo, de forma que a
presenca da adubacédo influenciou positivamente no aumento da atividade da invertase
citoplasmatica.

A atividade da INC nas plantas, atuando predominantemente nos tecidos maduros
e completamente expandidos, sofre alteracdes em relacéo ao desenvolvimento da planta.
De acordo com as informacg6es, estudos relatam que ha alteracbes de intensidade
significativas nos niveis enzimaticos das invertases neutra e acidas, quando em diferentes
estagios de maturacdo (Leite et al., 2009).

Para Koch (2004), a invertase neutra ou alcalina, localizada no citoplasma, é
considerada uma enzima de manutencdo, uma vez que estd evolvida na degradacdo da
sacarose quando as atividades da invertase acida da parede celular e sacarose sintase estdo
baixas. Deste modo, os valores encontrados neste trabalho corroboram com o autor
citado, visto que a atividade das invertases acidas apresenta-se inferior & atividade da
invertase neutra.

Quanto a atividade da invertase acida no vacuolo (IAV), houve diferenca
significativa (P<0,05) para adubacdo, apenas na folha. Ja a atividade da invertase acida
da parede celular (IAPC) ndo apresentou diferenca significativa para sistema de cultivo
ou adubacéo, tanto na folha quanto no caule de plantas Estilosantes, no periodo de verao.

A adubacéo influenciou positivamente sobre a atividade 1AV na folha, enquanto
que o sistema de cultivo ndo apresentou alteragdo na atividade desta enzima. No caule,

nédo houve diferenca em fungédo da adubac@o nem do sistema de cultivo (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vacuolo
(IAV) e invertase acida da parece celular (IAPC) em folhas e caules de Estilosantes
Campo Grande, cultivado solteiro ou consorciado, sem (0) ou com 75 kg de nitrogénio
por hectare, no periodo do verao.
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Sistema de Adubagdo (kg.hat) Médias oVt
cultivo 0 75
INC (umol gli.g* MF.h?)
Solteiro 48,85 aB 47,88 aB 48,36 15,10
Folha Consorciado 97,15 bA 135,66 aA 116,41
Média 73,00 91,77 82,38
Solteiro 26,96 98,00 62,48 A 53,01
Caule Consorciado 62,80 145,34 104,07 A
Média 4488 b 121,67 a 83,28
IAV (umol gli.g? MF.h?)
Solteiro 35,25 44,15 39,70 A 24,68
Folha Consorciado 32,65 56,80 44,73 A
Média 33,95b 50,48 a 42,21
Solteiro 75,57 52,63 64,10 A 44,51
Caule Consorciado 77,55 119,02 98,29 A
Média 76,56 a 85,83 a 81,19
IAPC (umol gli.g* MF.h?)
Solteiro 50,47 43,38 46,93 A 44,59
Folha Consorciado 15,05 41,59 28,32 A
Média 32,76 a 42,49 a 37,62
Solteiro 33,58 45,63 39,61 A 45,02
Caule Consorciado 28,54 19,72 24,13 A
Média 31,06 a 32,68 a 31,87

1Coeficiente de Variacdo. Médias seguidas de letras distintas minasculas na linha, diferem entre
si (p<0,05). Médias seguidas de letras distintas maidsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).

A atividade dessa enzima esta relacionada com o armazenamento de agUcares,
regulacdo osmatica e respostas a estresses abidticos. Além disso, a invertase vacuolar
pode controlar a rota priméaria de clivagem da sacarose em tecidos em expansdo ou
maduros, contribuindo para o fluxo de hexoses através do tonoplasto, intermediando a
entrada destas no metabolismo citoplasmatico (Roitsch; Gonzélez, 2004; Yao et al.,
2009).

A adubacdo nitrogenada favorece o desenvolvimento da planta, sendo o nitrogénio
o principal nutriente para manutencdo da produtividade das gramineas forrageiras (Costa
et al., 2006), onde 0 mesmo promove aumentos no alongamento foliar, no nimero de
folhas verdes, na formagéo de gemas axilares e na taxa de perfilhamento (Silva et al.,
2008), o que garante maiores produgdes de massa seca e maior renovacao da populacéo
de perfilhos.

Deste modo, o aumento da atividade da IAV na folha, com a degradacdo da
sacarose, sugere um maior requerimento de carbono (hexoses) para suprir necessidade de

energia, tanto para crescimento quanto para formacao de novas folhas e perfilhos.
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O metabolismo nas folhas responde as necessidades de energia e crescimento da

planta, de forma que ha uma sincronia entre 6rgdos fonte e 6rgéos dreno. Altos teores de
carboidratos nas folhas promovem o crescimento da planta e o armazenamento de
carboidratos em 6rgdos de reserva (Taiz et al., 2017).

A interacdo entre sistema de cultivo e adubacdo nitrogenada foi significativa
(P<0,05) somente para a atividade da invertase neutra do citosol (INC) na folha de plantas
de Estilosantes, no periodo de outono. Ja no caule, apesar da interacdo nao ser
significativa, houve diferenca para o sistema de cultivo e a adubacéo (Tabela 4).

Ao contrario do que ocorreu no verdo, na estacdo de outono, houve maior
influéncia da atividade da INC na folha quando as plantas foram cultivadas solteiras em
associacdo a presenca da adubacdo nitrogenada. J& no caule, a maior atividade dessa
enzima foi no sistema de cultivo consorciado e a adubacgédo nitrogenada influenciou em
maior atividade da INC.

A invertase citoplastica, que apresenta maior atividade em tecidos, cuja expansao
jafoifinalizada, € importante na diferenciacéo dos estadios de desenvolvimento da planta.
A modificacdo dos drenos ocorre durante o processo florescimento, onde ha um maior
requerimento energético para a formacdo de sementes e/ou frutos. De acordo com
Schunke. et al., (2000), o estilosantes inicia seu periodo reprodutivo em abril e finaliza
em maio, com a maturacdo das sementes, onde sofre grande influéncia do fotoperiodismo,

0 que se explica os valores encontrados neste trabalho.
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Tabela 4. Atividade de invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vacuolo
(IAV) e invertase &cida da parece celular (IAPC) em folhas e caules de Estilosantes
Campo Grande, cultivado solteiro ou consorciado, com 0 ou 75 kg de nitrogénio por
hectare no periodo do outono

Sistema de Adubacdo (kg.ha™) Médias oVt
cultivo 0 75
INC (umol gli.g* MF.h?)
Solteiro 34,02 bA 73,71 aA 53,86 31,87
Folha Consorciado 37,16 aA 36,90 aB 37,03
Média 35,59 55,31 45,45
Caule Solteiro_ 25,90 81,75 53,82 B 21,57
Consorciado 113,77 194,14 153,95 A
Média 69,83 b 137,95a 103,89
IAV (umol gli.gt MF.h'?)
Solteiro 90,18 120,46 105,32 A 20,76
Folha Consorciado 83,21 97,26 90,24 A
Média 86,70 a 108,86 a 97,78
Solteiro 126,08 105,94 116,01 A 38,05
Caule Consorciado 84,38 106,00 95,19 A
Média 105,23 a 105,97 a 105,60
IAPC umol gli.g* MF.h?)
Solteiro 55,35 27,96 41,66 A 42,74
Folha Consorciado 47,88 24,61 36,25 A
Média 51,62 a 26,28 b 38,95
Solteiro 40,53 25,03 32,78 A 33,85
Caule Consorciado 67,63 24,64 46,14A
Média 54,08 a 2484 b 39,46

1Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas de letras distintas minusculas na linha, diferem entre
si (p<0,05). Médias seguidas de letras distintas maidsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).

A atividade da invertase &cida do vacuolo (IAV), tanto na folha quanto no caule,
néo apresentou diferenca significativa entre sistema de cultivo e adubacgéo. Entretanto, a
invertase acida da parede celular (IAPC), teve influéncia significativa apenas para
adubacdo, tanto na folha quanto no caule, de forma que o nitrogénio reduziu suas
atividades.

Os carboidratos sdo oriundos da reducdo do carbono, ocorrente na etapa
bioquimica da fotossintese e possuem diversas atribuices no metabolismo vegetal,
dentre elas o armazenamento e translocagéo de carbono; e a protegcdo contra condic¢des
adversas, como a restricdo ou excedente hidrico, alta salinidade e temperaturas extremas
(Keller; Pharr, 1996).

A sacarose, por ser de natureza ndo redutora, pode ser translocada e armazenada
nos vacuolos celulares, ndo sendo metabolizada até que seja necessario (Souza et al.,

2005). Assim, na estacdo de outono, de acordo com os dados meteoroldgicos fornecidos
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pelo INMET, em meados de abril até meados de junho, as condigdes climaticas sofreram

fortes oscilagOes, com baixas temperaturas e auséncia de precipitaces. Essas condi¢Oes
causaram variagcOes principalmente na intensidade da atividade da invertase acida do
vacuolo, que esta relacionada aos processos de osmorregulacdo em condicbes de
deficiéncia hidrica. Mesmo assim, essa enzima nao foi influenciada pelo sistema de
cultivo ou pelo nitrogénio.

A atividade das invertases acidas do vacuolo e da parede celular pode ser alta ou
baixa, respectivamente, em condicGes favoraveis ao crescimento ou em condicOes
desfavoraveis, como por exemplo, estresse hidrico, fotoperiodo curto e temperaturas
baixas (Gayler & Glasziou, 1972; Legendre, 1975). As flutuacdes, nos teores de agucar,
durante o crescimento vegetal, é consequéncia do nivel da enzima invertase acida (Gayler
& Glasziou, 1972; Lingle, 1999), uma vez que esta apresenta relacao estreita e inversa
com o contetdo de sacarose e agUcares totais, corroborando com outros autores (Hawker,
1985; Su et al., 1992; Zhu et al., 1997; Terauchi et al., 2000).

Pesquisadores observaram a reducéo na atividade desta enzima sob condi¢es de
baixas temperaturas e com a ocorréncia do processo de maturacdo, como na cana-de-
acucar, correlacionando-a com o aumento na concentracdo de sacarose no colmo (Zhu et
al., 1997; Echeverria, 1998; Terauchi et al., 2000). Todavia, Rose e Botha (2000)
demonstraram correlacdo significativa entre o teor de sacarose e o nivel de invertase
neutra.

Quanto aos teores de acUcares redutores, a intera¢do ndo foi significativa (P>0,05)
entre sistemas de cultivo e adubagdo, tanto nos componentes da planta quanto nas
estacdes. Para o sistema de cultivo e a adubacdo, ndo houveram diferencas significativas
nos componentes da planta de Estilosantes, nas estacdes avaliadas de outono e verao.

Como nédo houve variacdo nos teores de agucares redutores, as alteracBes que
ocorreram em fungdo do consorcio ou do nitrogénio na atividade das invertases, tanto no
verdo como no outono, podem ter sido para manter as concentracdes de agucares

redutores necessarios as atividades celulares (Tabela 5).
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Tabela 5. Teores de acucares redutores em folhas e caules de Estilosantes Campo Grande,
cultivado solteiro ou consorciado, com 0 ou 75 kg de nitrogénio por hectare, nos periodos
do outono e verdo

Sistema de

Adubagcio (kg.ha?)

cultivo 0 75 Médias CV!
Verao
Solteiro 187,21 157,79 172,50 A 16,37
Folha  Consorciado 159,56 150,90 155,23 A
Média 173,39 a 154,35 a 163,87
Solteiro 258,99 312,28 285,64 A 35,30
Caule  Consorciado 309,52 304,96 307,24 A
Média 284,26 a 308,62 a 296,44
Outono
Solteiro 303,63 300,77 302,20 A 22,83
Folha  Consorciado 224,35 234,86 229,61 A
Média 263,99 a 267,82 a 265,90
Solteiro 273,50 357,57 315,53 A 21,26
Caule  Consorciado 224,76 303,87 264,32 A
Média 249,13 a 330,72 a 289,92

1Coeficiente de Variacdo. Médias seguidas de letras distintas minasculas na linha, diferem entre
si (p<0,05). Médias seguidas de letras distintas maitsculas na coluna, diferem entre si (p<0,05).

De acordo com Vilhar et al (2002), ha evidéncias de que os agucares funcionam

n&o apenas Como compostos energéticos ou precursores de outros componentes celulares,

mas também como sinais dentro de tecidos definidos para manter um estégio distinto de

diferenciacéo ou para prosseguir dentro do programa de desenvolvimento, indicando que

as invertases desempenham um papel crucial na geragédo dos sinais metabélicos.
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CONCLUSOES

O sistema de cultivo influencia a atividade da invertase neutra do citosol de
plantas de Estilosantes cv. Campo Grande, independente do periodo do ano. Entretanto,
ndo interfere nas atividades das invertases acidas. As invertases acidas do vacutolo e da
parede celular ndo apresentam alteragdes regulares em relacdo a adubacdo nitrogenada,
de forma que podem aumentar ou reduzir sua atividade quando as plantas sdo cultivadas

nessas condigdes.
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