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“As flores do campo e as paisagens, advertiu, tém um
grave defeito: sio gratuitas. O amor a natureza ndo
estimula a atividade de nenhuma fibrica. Decidiu-se que
era preciso aboli-lo, pelo menos nas classes mais baixas;
abolir o amor 3 natureza, mas njo a tendéncia a
consumir transporte. Pois era essencial, evidentemente,
que continuassem a ir ao campo, mesmo tendo-lhe
horror. O problema era encontrar uma razio
economicamente melhor para o consumo de transporte
do que a simples afeicio as flores silvestres e as
paisagens. Ela fora devidamente descoberta.

— Nos condicionamos as massas a detestarem o campo
[...], mas, simultaneamente, as condicionamos a
adorarem todos os esportes ao ar livre. Ao mesmo
tempo, providenciamos para que todos os esportes ao
ar livre exijam o emprego de aparelhos complicados.
De modo que elas consumam artigos manufaturados,
assim como o transporte. [...]

— Compreendo - disse o estudante; e calou-se,
admirado.”

Aldous Huxley, Admiravel Mundo Novo, 1932
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Resumo geral

A despeito da importincia ecolégica e econdémica da Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze e da importincia do nitrogénio (N) para o crescimento vegetal, existem
poucos estudos que caracterizam as relacdes desse nutriente com ela. Os presentes
estudos visaram caracterizar a preferéncia de plantas da espécie a diferentes formas de N
inorganico e descrever a estrutura da variagio espacial de N inorginico em trés sitios de
ocorréncia de Araucaria angustifolia no Brasil subtropical. No primeiro estudo, a
abordagem experimental incluiu o uso de solug¢des nutritivas. No segundo, as ferramentas
geoestatisticas, semivariogramas e krigeagem, foram utilizadas para a descricio da
variacdo espacial de NH,*, NO; e NH," + NOj, em dois periodos do ano, verio e
inverno. Os sitios escolhidos foram uma area de mata nativa, uma de campo nativo e uma
plantacio de Pinus elliottii. Os resultados de crescimento do primeiro estudo
demonstraram que a espécie prefere amonio como fonte de N. Nitrato, quando fornecido
sozinho, induziu sintomas de deficiéncia de N, quando comparado a outras fontes de N:
maiores razio raiz:parte aérea, ramificacgio radicular e massa foliar por drea,
engrossamento dos dpices caulinares e ainda, menores contetdos de clorofilas e N por
unidade de massa em folhas jovens. A nutricio a base de nitrato também afetou a
distribui¢do de N no corpo da planta, com as folhas jovens acamulando menos N e maior
razdo C:N do que as folhas maduras (um padrio nio observado nos outros tratamentos).
Aparentemente, o nitrato ¢ um importante fator a regular a parti¢io de C e N entre
diferentes partes da planta. A atividade nitrato redutase (ANR) seguiu um padrio de
parti¢io raiz:parte aérea esperado para coniferas de clima temperado. Entretanto, a ANR
mesmo sob nutrigio de NH," sozinho, indica que a planta pode apresentar niveis
constitutivos de atividade da enzima, ou que quantidades baixas de NO,™ (formado pela
possivel contaminagio dos meios de cultivo) podem induzir a ANR foliar. Em
reflorestamentos, deve ser assegurado que o amoénio seja a forma de N predominante ou
que esteja presente em quantidades suficientes para um adequado desenvolvimento das
plantas. Ambientes que nio satisfagam estas necessidades podem limitar o

desenvolvimento da espécie. Os resultados do segundo estudo mostraram que o NH,*




ndo foi a forma de N predominante na mata nativa, em ambos os periodos do ano. Nesse
sitio o NO;™ ocorreu em propor¢io similar 2 do NH," nos demais sitios (campo e
plantacio de Pinus). A heterogeneidade na disponibilidade de N é maior na mata nativa
do que nos outros sitios no verdo. Desta forma, é necessiria uma maior plasticidade na
habilidade de exploragdo radicular do N do solo por parte das plantas que se estabelecem
neste sitio do que nos demais, durante esta estacio. A plantagio de Pinuse o campo, além
de terem mais amonio que a mata nativa, sio mais homogéneos na distribuicio deste, e
podem, entio, constituir locais mais favordveis, em termos de disponibilidade de N, para
o estabelecimento do pinheiro brasileiro. O inverno impde um cendrio bastante
diferente. O aumento significativo da disponibilidade de N inorginico e a perda da
estrutura espacial (2 exce¢do da drea de campo) tornam os sitios, teoricamente, menos

hostis ao desenvolvimento vegetal.

Palavras chave: amoénio, andlise de semivariancia, Araucariaceae, Araucaria
angustifolia, geoestatistica, heterogeneidade espacial, krigeagem, nitrato, nitrato
redutase, pinheiro brasileiro, razio carbono:nitrogénio, semivariograma, solos

subtropicais.
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Abstract

Despite the ecological and economical importance of Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze (Brazilian pine) and the major relevance nitrogen (N) has for plant
growth, very few studies have characterized the species relationships with this nutrient.
The present studies aimed to characterize the species preference for different forms of
inorganic N and to describe the structure of the spatial variation of inorganic N in three
sites of occurrence of A. angustifolia in the subtropical region of Brasil. In the first study,
the experimental approach included the use of nutrient solutions. In the second, the
geostatistical tools, semivariograms and kriging, were used for the description of the
spatial variation of NH,*, NO; and NH," + NOy,, in two periods of the year, summer
and winter. The selected sites were a native forest, a native grassland and a slash pine
(Pinus elliottr)) plantation. The growth results from the first study demonstrated that the
species prefers ammonium as a N source. When provided alone, nitrate led to symptoms
of N deficiency, as compared to the other treatments: larger root:shoot ratio, root
branching and leaf mass per area, thickening of the shoot apexes and, yet, less mass-based
chlorophyll and N contents of the young leaves. Nitrate-based nutrition also affected the
N distribution in the plant, with young leaves accumulating less N and having a higher
C:N ratio than the mature leaves (a pattern not observed in the other treatments).
Apparently, nitrate is an important factor regulating the C and N partitioning among
different parts of the plant. The nitrate reductase activity followed the pattern of
partitioning between roots and leaves that is expected for temperate conifers. However,
the presence of NRA activity under sole nutrition with NH," indicates that the plants had
constitutive levels of enzyme activity or that small amounts of NO;  (due to
contamination of the growth media) can induce leaf NRA activity. In reforestations, it
must be ensured that ammonium is the prevalent form of N or is present in sufficient
amount for adequate plant development. Environments that do not satisfy these
requirements may limit the species development. The results from the second study
showed that NH," was not the dominant form o N in the native forest in both periods of

the year. In this site, NO;™ is present in a proportion that is similar to that of NH," in the
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other sites (grassland and pine plantation). Heterogeneity in the availability of N is
greater in the native forest than in the other sites in the summer. Consequently, a greater
plasticity in the ability of root exploration of soil N is required for those plants that
establish themselves in the native forest than in the other sites during this season. The
plantation and grassland sites, besides having more ammonium than the native forest, are
also more homogeneous in its distribution and may then constitute more favorable
places, in terms of N availability, for the establishment of Brazilian pine. Winter imposes
a very different scenario. The major increase in inorganic N availability an the loss of the
spatial patterns (except for the grassland site) make the three sites, theoretically, less
hostile for plant development. As far as we know, this is the first study to describe the

structural variation of inorganic N in Brazilian subtropical environments.

Key words: ammonium, Araucariaceae, Araucaria angustifolia, Brazilian pine,
carbon:nitrogen ratio, geostatistics, heterogeneity, kriging, nitrate, nitrate reductase,

semivariance analysis, semivariograms, subtropical soils.
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Figura 6.2. Semivariogramas omnidirecionais para aménio (a, b, ¢), nitrato (c, d, €) e aménio + nitrato (f, g,
h) nos diferentes sitios para o inverno. Todos os semivariogramas foram calculados com nimero de
intervalos igual a nove (equivalente 2 amplitude de 9 m, 53 % da amplitude mdxima). Dados originais
foram In (x+1) transSfoOrmados .......eueeeueueuiirirriririree ettt 133

Figura 6.3. Mapas de superficie gerados por krigeagem ordindria a partir dos semivariogramas
omnidirecionais e direcionais, quando da presenca de anisotropia. (a), (b) e (c), amonio para o verdo
no Campo, na Mata e no Pinus respectivamente. (d) nitrato para o verio no Campo, (¢) NH," no
Campo para o inverno, (f) NH,* + NO; na Mata para inverno. Valores correspondem aos valores
originais de nitrogénio inorganico (mg kg ™) transformados [In (x+1)] e modelados por krigeagem
ordindria em fun¢io dos semivariogramas ajustados para cada varidvel em cada sitio. Escala
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Figura 6.4. Mapas de superficie gerados por krigeagem ordindria a partir dos semivariogramas
omnidirecionais e direcionais, quando da presenca de anisotropia. (a), (b) e (c), amdnio para o verdo
no Campo, na Mata e no Pinus respectivamente. (d) nitrato para o verdo no Campo, (¢) NH,* no
Campo para o inverno, (f) NH," + NO;” na Mata para inverno. Valores correspondem aos valores
originais de nitrogénio inorginico (mg kg ) transformados [In (x+1)] e modelados por krigeagem
ordindria em fun¢io dos semivariogramas ajustados para cada varidvel em cada sitio. Escala
COTTESPONAE @ 1 I 1.ttt 135
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1. Introducio geral

Esta dissertacdo contém dois artigos que tratam sobre o nitrogénio inorganico e a
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. A primeira parte da dissertacio aborda os
principais aspectos da relacio solo-planta e as diferentes formas de nitrogénio inorganico:
nitrato (NOy’) e amonio (NH,*). O primeiro capitulo é um estudo experimental onde a
preferéncia por diferentes formas de nitrogénio (N) é acessada na espécie escolhida. O
segundo é uma avaliacio a campo da heterogeneidade espacial de N inorginico em trés
sitios de ocorréncia de A. angustifolia em dois periodos distintos do ano, verdo e inverno.
Finalmente, na ultima parte do trabalho, aspectos ndo abordados nos artigos sio

apresentados e discutidos.

1.1.  Ociclo do nitrogénio

Na primeira metade do século XIX, von Liebig demonstrou que as plantas
requerem nitrogénio inorginico solivel. De 14 (passando pela descoberta de que alguns
grupos de plantas sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico) até o presente momento, a
fixacio industrial de nitrogénio aumentou de forma substancial e hoje supera a fixacio
biol6gica (Rosswall, 1982; Vitousek, 1994; Vitousek er al, 1997). Isto torna central a
necessidade de compreensdo das conseqiiéncias que essas alteragdes podem ter sobre as
plantas e o meio ambiente. E, num primeiro momento, torna necessirio o entendimento
das relagdes que as diferentes formas de nitrogénio inorginico tém com as plantas e seu

meio, o solo.

O nitrogénio pode ser considerado como o macronutriente mais estudado
(Gutschick, 1981). Isto se deve, principalmente, a ser ele o constituinte de diversos
componentes das células vegetais, como aminodicidos e dcidos nucleicos. Sua deficiéncia
implica diretamente em diminui¢io no crescimento da planta, dada a conseqiiente
diminuicio nas taxas fotossintéticas e o acimulo de carboidratos, que nio sio utilizados
na sintese de aminodcidos (Taiz & Zeiger, 2004). Assim, esta deficiéncia ¢ um dos mais

importantes fatores que limitam o rendimento de cultivos (Rosswall, 1982). Ainda, o
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suprimento de N tem forte influéncia sobre a produtividade, o armazenamento de
carbono e a composicio de espécies de muitos ecossistemas (Vitousek et a/., 1997). Assim,
¢ praticamente impossivel abordar todos os aspectos relacionados a importancia desse
nutriente para as plantas e os ecossistemas que dele dependem e nele influenciam.
Entretanto, é possivel, e assim objetivou-se aqui, abordar os seus principais aspectos, com
enfoque naquelas etapas julgadas mais importantes para o trabalho realizado nesta

dissertacio.

Antes de se considerar o papel que as diferentes formas de nitrogénio exercem no
solo e nas plantas é necessirio descrever, de forma breve, o seu ciclo. A Figura 1.1
mostra-o com &nfase nas suas etapas biologicas. O ciclo do nitrogénio é inico em relacio
aos principais nutrientes requeridos para a vida. Isto se deve ao N ter uma vasta reserva
atmosférica que precisa ser fixada por microrganismos para ser utilizada pelos demais
seres vivos (Odum, 1988; Vitousek er al, 1997). O nitrogénio atmosférico é fixado
(atividade nitrogenase) por bactérias tanto simbiéticas (formadoras ou nio de ndédulos)
quanto de vida livre. O amo6nio resultante pode ser utilizado pelo sistema GS-GOGAT
(glutamina sintetase — glutamato sintase) para montagem de aminodcidos. Quando € o
nitrato a forma a entrar nas células (tanto vegetais quanto bacterianas) ele pode ser
reduzido a amonio. As enzimas responsiveis por isso sio a nitrato redutase (NR) e a
nitrito redutase (NiR). Vias dissimilatdrias de redu¢io do nitrato em bactérias também

tém um papel importante na formagio de aménio (Gottsschalk, 1985; Rosswall, 1982).

Fertilizantes e poluentes devem ser considerados em qualquer modelo do ciclo do
nitrogénio (Figura 1.1). Como posto anteriormente, estima-se que a fixacdio de
nitrogénio promovida pelas atividades humanas (fertilizantes, combustio interna de
maquinas e ainda, fixacio por cultivos de leguminosas) superou a fixacio tanto de
ecossistemas naturais terrestres quanto marinhos e ainda por raios (Vitousek, 1994;
Vitousek er al,, 1997). A tendéncia é que a diferenca entre ambos continue aumentando,

tanto pelo incremento das atividades humanas quanto pela destrui¢io de habitats.
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Figura 1.1. O ciclo do nitrogénio. A direita da linha tracejada estio as etapas
predominantemente presentes nas plantas; a esquerda, no ambiente fora delas.
Modificado de Salsac er al. (1987).
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1.2.  Nutrigio sob nitrato ou aménio

1.2.1. Preferéncia das plantas por diferentes formas

As plantas podem apresentar variacio na forma de nitrogénio preferencialmente
absorvida. Preferéncia por uma forma de nitrogénio em relacio a outra pode significar (1)
crescer mais ou melhor; (2) assimilar mais N (relacionado 2 atividade de enzimas como a
NR); (3) captar e translocar de forma eficiente o nutriente dentro do corpo da planta.
Nem sempre o termo preferéncia é colocado de forma explicita. Assim, “sindénimos”
como: “melhor uso”, “especializagio”, “maior ou melhor eficiéncia” sio comuns. Isto se
deve a uma linha de pensamento que coloca que o termo deve ser evitado pois uma planta
pode nio demonstrar preferéncia por uma forma, mas apenas suprimir outra. Assim,
mecanisticamente, o termo pode estar errado (Arnold, 1992). Aqui, o termo preferéncia é

definido em fun¢io da forma de nitrogénio que proporciona melhor crescimento.

As principais formas de nitrogénio utilizadas pelas plantas sio o nitrato e o
amoénio. Algumas também sdo capazes de absorver formas orginicas de nitrogénio,
principalmente aminodcidos. Neste caso, tratam-se de plantas de ambientes onde as
temperaturas sdo extremamente baixas, com solos que podem congelar na maior parte do
ano (Raab et al, 1996; Nisholm et al, 1998). Entretanto, a abrangéncia desse fenémeno
ainda precisa ser avaliada, existindo a possibilidade de muitas espécies de interesse

econdmico utilizarem essas formas (Nisholm er a/, 2000).

Baseadas nas diferentes formas de preferéncia, surgiram diferentes classificacdes
de grupos de plantas. De forma geral, admite-se que plantas calcicolas (solos alcalinos)
tém preferéncia por nitrato, dado ser esta a forma mais disponivel nestes solos; e plantas
calcifugas (solos acidos), por sua vez, crescem melhor quando o nitrogénio disponivel
encontra-se na forma de amonio (Gigon & Rorison, 1972; Rorison, 1985; Falkengren-
Grerup & Lakkenborg-Kristensen, 1994; Marschner, 1995). Entretanto, uma vez que a
acidificacdo observada na rizosfera deve-se a prépria absorc¢io preferencial das raizes por

amonio, estes conceitos devem ser revistos (Marschner, 1991). Niveis constitutivos e
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inducibilidade de atividade NR (ANR) podem ser utilizados como um indicador de
adaptacio diferentes fontes de nitrogénio (Smirnoff er al, 1984). Estes autores
identificaram como familias especialistas em nitrato Chenopodiaceae e Rosaceae, entre
outras; e como familias especialistas em amoénio Ericaceae e Proteaceae, além das
Gimnospermas como um todo, entre outras. Indices de classificacio baseados nas taxas de
mineralizacio potencial de solos também sio utilizados (Diekmann & Falkengren-
Grerup, 1998; Olsson & Falkengren-Grerup, 2000). Bijlsma et a/. (2000), baseados em
diversos aspectos metabdlicos, identificaram cinco categorias de respostas das plantas a
diferentes fontes de nitrogénio inorginico, sendo a com maior nimero de espécies aquela
correspondente a plantas que respondem positivamente a nitrato, porém indiferentes ao
aménio. Nenhuma espécie avaliada respondeu negativamente a nitrato. Britto &
Kronzucker (2002), baseados nesses e em outros estudos, buscaram agrupar as familias de
acordo com a tolerincia a toxidez por amoénio. Eles classificam como tolerantes ao
aménio familias como Pinaceae, Cyperaceae e Myrtaceae, entre outras; e como sensiveis

Asteraceae, Rosaceae, Euphorbiaceae, Urticaceae, Fabaceae e Solanaceae, entre outras.

Outra forma de classificagio diz respeito a relagio entre diferentes formas de
preferéncia e o status sucessional da espécie. A hip6tese proposta inicialmente por Rice &
Pancholy (1972) é a de que em ambientes climacicos a atividade nitrificante estd, pelo
menos em grande parte, inibida. Assim, em etapas iniciais da sucessdo seriam encontradas
maiores concentragdes de nitrato em relagdo a aménio, sendo o inverso verdadeiro para
as etapas mais tardias. Para os autores, isto seria uma tendéncia natural bastante légica: a
priorizacio do amoénio garante a limitacio da lixiviagio do nitrogénio presente no
sistema, e a nutri¢do das plantas baseadas em amoénio é mais barata que a do nitrato em
termos de ATP por unidade de N assimilada. Subseqiientemente (Rice & Pancholy,
1973; Rice & Pancholy, 1974) os autores avancaram a discussdo sobre o assunto e
propuseram possiveis explicacdes para esta relacio, fundamentadas principalmente na
acdo de compostos fendlicos. Em uma série de estudos recentes baseados na captacio,
metabolismo e armazenamento intracelular de amoénio e nitrato em raizes (e.g

Kronzucker er al, 1997, 2003; Min et al, 1999) tem sido demonstrado que espécies
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sucessionalmente iniciais, de climas temperados e boreais, sio bastante diferentes de
plantas tidas como tardias. A eficiéncia no uso de cada forma de nitrogénio guarda
relagio com a forma predominante nos solos onde cada espécie ocorre em maior
freqiiéncia: amonio em sitios tardios e nitrato em iniciais. Esses achados sio reforcados
pela constatagio de que o insucesso de plantacdes de coniferas tardias (com preferéncia
por amoénio) em climas temperados pode estar fortemente relacionado com distirbios nos
sitios de plantio que favorecem a presenca de nitrato como forma predominante nos
mesmos (Kronzucker er al, 1997). Haveria, entio, uma redugio na capacidade
competitiva das plantas em solos que diferem das caracteristicas dos solos de ocorréncia
natural delas, uma vez assumido que as drvores se tornaram adaptadas as formas de
nitrogénio presentes em seus ambientes nativos (Kronzucker er a/, 2003). Entretanto, a
inibi¢io da nitrificacio em comunidades tidas como climax nio se mostrou de ocorréncia
universal (Robertson & Vitousek, 1981; Smirnoff & Stewart, 1985), especialmente em

florestas tropicais (Attwill & Adams, 1993; Aidar, et al, 2003).

O quanto uma forma de N inorginico ou outra é melhor para o crescimento de
uma planta depende de muitos fatores, mas, como uma regra geral, o fornecimento
combinado de ambos propicia as melhores taxas de crescimento (Marschner, 1995). A
forma de N preferida por uma drvore nio é, necessariamente, a forma mais facilmente
absorvida (Arnold & van Diest, 1991). Em outras palavras, parimetros de capta¢io nio
revelam, per se, preferéncia por uma dada forma de nitrogénio. Para demonstri-la, a
eficiéncia metabdlica deve estar associada a um maior crescimento da planta. De fato,
plantas que crescem melhor com nitrato podem captar muito mais amonio que as plantas
que preferem esta forma (Kronzucker er al, 2003). Assim, diversos aspectos ajudam a
explicar a preferéncia, mas nio a caracterizam de forma tio enfitica quanto o resultado
final do maior acimulo de massa. Assim, muitos trabalhos priorizam o acimulo de
biomassa como principal medida de preferéncia por diferentes formas de nitrogénio
inorgénico (Gigon & Rorison, 1972; Rorison, 1985; Falkengren-Grerup & Lakenborg-
Kristensen, 1994; Olsson & Fakengren-Grerup, 2000). Cabe ressaltar que uma planta

ndo assimila, necessariamente, NO,  ou NH," exclusivamente, apenas mostra uma
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preferéncia por uma forma ou outra (Olsson & Fakengren-Grerup, 2000). Isto é
importante, pois o nitrato ndo é “apenas” um nutriente, é também um sinalizador nio s6
para a sua prépria assimilagio, mas também para muitos outros processos celulares, como

a regulacio conjunta de processos associados com o metabolismo do carbono (Crawford,

1995).

1.2.2. A captagio e a assimilagio do nitrogénio inorginico

Em sistemas controlados de cultivo, a captacio de NO, usualmente leva a uma
alcaliniza¢do do meio externo. Para vegetais superiores e inferiores, um sistema de co-
transporte H'/NO; na base de 2:1 explica essa alcalinizagio (Crawford & Glass, 1998;
Tischner, 2000). A captacio de nitrato depende do status de nitrogénio da planta e da
demanda por este recurso (Tischner, 2000). J4 a captagio de NH," acredita-se que se dé
por um sistema de transporte do tipo uniporte. Essa captacio envolve a liberagio de
protons, e plantas nutridas com NH,* geralmente acidificam o meio externo. Entretanto,
cabe ressaltar que essa acidificagio nio deve ser atribuida a4 acio do aménio como um
icido fraco (NH,* &> NH; + H"), tampouco da seqiiéncia assimilatéria catalisada por GS-
GOGAT sozinha. Este préton produzido € utilizado pelo préprio sistema GS-GOGAT.
Assim, a acidificacio do meio externo sob nutri¢io com NH," sugere a existéncia de um
sistema de efluxo de prétons para compensar o desbalanco de cargas (Britto &
Kronzucker, 2002), uma vez que nio se observa acidificagio do citosol sob nutri¢io com

amonio (Kosegarten er al, 1997; Gerendas & Ratcliffe, 2000).

Concentragdes externas altas de amonio podem levar a alguma toxidez da planta
ao fon. Sintomas de toxidez por aménio incluem clorose foliar (seguida de queda na
atividade fotossintética), supressio do crescimento, queda na razio raiz:parte aérea
(embora algumas espécies mostrem padrio inverso), queda na razio raizes finas:grossas
(este pode estar acompanhado pela estimulacio da ramificacio radicular), declinio nas
associa¢des micorrizicas e inibi¢io da germinacio de sementes e estabelecimento de
plintulas (Britto & Kronzucker, 2002). Muitas das explicagdes tradicionais para esses

sintomas tém sido revistas. Britto & Kronzucker (2002) apontam como insuficientes ou
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mesmo incorretas explicagdes como efeitos da acidificacio do meio externo (devido a
absor¢io do NH,*), desbalango celular de H*, acumulagio per se de NH," no citosol, e
ainda, maior demanda de carbono para as raizes para sintese de aminodcidos sob nutri¢io
com NH,'. Os autores sugerem o envolvimento do etileno (como resposta ao estresse por
NH,"), fotoprote¢io, e deslocamento de citions de compartimento subcelulares como

explicagdes mais plausiveis.

A assimila¢io de NO; € bastante diferente da assimilagio de NH," com relagio
aos custos energéticos. Usar NH," é mais barato, pois a atividade GS-GOGATT requer
em torno de 5 ATP, por molécula assimilada, enquanto que a assimilagio de NO;™ requer
em torno de 15 moléculas de ATP (Salsac er al, 1987). Isto é brevemente exemplificado a

seguir (Salsac er al, 1987; Marschner, 1995; Buchanan et a/, 2000; Taiz & Zeiger, 2004):
1 NADH =3 ATP
2 Fdred = 1 NADPH =4 ATP

NR
NO; + NAD(P)H + H* > NO, + NAD(P)" + [1,O

NiR
NO, + 6¢ + SH' > NH, + 2 H,0.

Assim como a ANR, a ANiR (atividade nitrito redutase) pode estar presente tanto

na raiz quanto na parte aérea, dessa forma:
para cloroplastos, NO, + 6Fdred + 8H* - NH," + 6Fdox + 2 H,O
para proplastidios, NO,” + 3SNAD(P)H + 5SH* - NH,' + 3NAD(P)" + 2 H,O.

A energia para reducio de nitrato e de nitrito em folhas verdes vem,
essencialmente, das reacdes fotossintéticas, enquanto que nas raizes, redutores e ATP

para assimilacdo de NO; vém da respiracio mitocondrial (Smirnoff & Stewart, 1985).
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Do mesmo modo, existem duas classes de GS e duas de GOGAT, cada classe
presente ou em plastidios (raizes, usando NADH) ou em cloroplastidios (tecidos verdes

na parte aérea, usando Fd). Dessa forma,

GS GOGAT
NH," + Glutamato > Glutamina + 2-Oxoglutarato = 2-Glutamatos.

n n

ATP ADP +Pi NADH + H* NAD* ou
ou Fdred Fdox

Como evidenciado nas equagdes anteriormente descritas, os metabolismos do
carbono e do nitrogénio sdo interligados. O uso de energia proveniente da fotossintese
(via Fdred) para assimilacdo de nitrogénio implica a existéncia de competi¢io por energia
entre os metabolismos de carbono e nitrogénio. Além disso, a fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPcase) é considerada uma importante etapa nessas vias por prover
oxaloacetato ao ciclo do édcido citrico (CAC) ou a sintese de aspartato. O CAC pode ser
limitado pela remocio de 2-Oxoglutarato para a assimilacio de nitrogénio (via GOGAT).
Dessa forma, o fluxo de carbono deve ser direcionado para a sintese de agicares ou amido
ou para formacio de dcidos orginicos para formacio de aminoicidos (Tischner, 2000).
Assimilar nitrato nas folhas pode ser mais barato energeticamente que nas raizes, se
houver saturagio de luz na fotossintese (Smirnoff & Stewart, 1985). Ao passo que
assimilar amonio nas raizes implica uma grande demanda por esqueletos de carbono, os
quais sdo providos pelo CAC, os compostos intermedidrios removidos sdo repostos pela
atividade da PEPcase (Marschner, 1995). Se o amonio € utilizado como fonte de N,
ocorre uma imediata incorporagio dele nas raizes, sendo que, comumente, nio sio
encontradas quantidades significativas dessa molécula nos vasos do xilema (Tischner,
2000). Medidas relativas as quantidades presentes de N nos tecidos da planta podem ser
bastante tteis na interpretag¢io dos efeitos da nutrigio diferenciada de nitrato e amonio.
Especialmente, medidas foliares do conteido de clorofilas, as quais podem ser

interpretadas como uma medida indireta da quantidade de nitrogénio orginico nio
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estrutural (Bijlsma & Lambers, 2000), e a relagio C:N permitem acessar o status

nutricional da planta quanto a nutri¢io nitrogenada e quanto a alocagio de recursos.

A ANR ¢ induzivel por nitrato, e a indu¢io da atividade da enzima é usualmente
inibida por compostos reduzidos, como o aménio. Entretanto, a presenca de nitrato nio é
um pré-requisito absoluto para expressio génica da NR apesar de pequenas quantidades
de NOjy serem suficientes para haver inducio (Tischner, 2000). A ANR por unidade de
massa foliar é, freqiientemente, muito baixa em Gimnospermas sob condi¢des naturais,
porém aumenta quando nitrato € ofertado a 5 mM (Smirnoff er al, 1984). Segundo
Andrews (1986), a ANR deve ser avaliada tanto em folhas quanto em raizes, uma vez que
a atividade pode estar particionada na planta em diferentes proporg¢oes, sendo a medida
foliar pouco informativa sozinha. Este autor identifica alguns padrées de ANR entre os
diferentes grupos de plantas. Dentre esses padrdes pode-se salientar que: (1) espécies
temperadas perenes priorizam a atividade nas raizes, sob baixas concentracdes externas de
nitrato, aumentando a participagio da atividade na parte aérea a medida que a
concentragio externa de nitrato aumenta; (2) espécies tropicais e subtropicais, anuais e
perenes, priorizam a atividade na parte aérea quando a concentragio externa de nitrato é

baixa; quando essa concentragio aumenta, a parti¢io se mantém constante.

1.2.3. Acessando a preferéncia por diferentes formas de nitrogénio inorginico

Para que se possa interpretar o comportamento nutricional de uma planta com
relacio ao N disponivel em condi¢des naturais, onde a interagdo com outras espécies se
encontra presente, ¢ necessirio conhecer as preferéncias fisiolgicas da espécie com
relacio ao uso de N, o que s6 pode ser alcancado em experimentos controlados. Para
obter a evidéncia de capta¢io de nitrato ou aménio, estes ions devem ser fornecidos

individualmente, o que pode ser facilmente feito em experimentos com soluc¢des

nutritivas (Arnold, 1992).

As principais abordagens metodoldgicas incluem o uso de solugdes nutritivas tanto
em cultivos hidroponicos (Gigon & Rorison, 1972; Falkengren-Grerup & Lakkenborg-
Kristensen, 1994; Rorison, 1985; Keltjens & van Loenen, 1989; Bungard et al, 1999)
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quanto em cultivos com areia (Driessche, 1971; Adams & Attiwill, 1982; Motosugi et al,
1995; Pereira er al., 1996; Norton & Firestone, 1996). A adicdo de sais de fertilizantes ao
solo (Arnold & van Diest, 1991; Arnold, 1992; George et al, 1999) também pode ser
utilizada, mas cultivos em areia oferecem algumas vantagens. Por exemplo, fatores
complicantes como mineralizacio-imobilizagio de N e a adsor¢io de aménio aos colbides
podem ser evitados. Paul & Lee (1976) apud Hershey (1990) ainda consideram que um
solo arenoso, apesar de sua baixa fertilidade, pode produzir melhores condigdes de
crescimento para a planta em vasos do que um solo contendo argila, que possui didmetros
de poros menores, resultando em menor aeragio na capacidade do vaso. Contaminagio
por agentes nitrificantes pode ocorrer, em maior ou menor grau, em qualquer sistema de
cultivo (Padgett & Leonard, 1993). Além desses aspectos, é importante ressaltar que
nitrato e amonio podem interagir com outros citions e anions e competir por sitios de
ligagio na membrana plasmatica de células das raizes. Por esse motivo, com relagio ao
NH,", os niveis de K devem ser mantidos altos em solug¢des nutritivas (Britto &
Kronzucker, 2002). Apesar de o NH," ser razoavelmente efetivo em competir por sitios
de ligagio em relagio ao potissio, o inverso, inibi¢io de captacio de NH," nio ¢

observado (Marschner, 1995).

1.3.  Nitrogénio inorginico em solos: formas predominantes e fatores associados

Em todos os ecossistemas, os processos microbiolégicos desempenham um papel
fundamental no ciclo do nitrogénio e sdo responsaveis pelos principais processos vitais,
como fixa¢do, nitrificacio, mineralizacio (ou amonificacio) e desnitrificacio. As
atividades relativas dos microrganismos nas diferentes etapas do ciclo tém grande
influéncia no acimulo nos solos de produtos intermediarios como NH," e NOy, ou seja,
na acumulacio liquida desses compostos (Rosswall, 1982). A mineralizagio é definida
como a liberagdo de nitrogénio na forma de aménio a partir da forma orgéinica deste
nutriente, sendo conduzida principalmente por microrganismos. Seu destino subseqiiente
¢ dependente de um grande numero de fatores bidticos e abiéticos. O amonio pode tanto
ser volatilizado, nitrificado, imobilizado em argilas ou tornar-se substrato para

microrganismos heterotréficos e plantas. Esses diversos fatores competem entre si pelo
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NH," disponivel e concentra¢des muito baixas (menos de 5 mg kg™') sdo bastante comuns
em solos com cobertura vegetal. Isto, no entanto ndo ¢ indicativo de baixas taxas de
mineralizagio, mas pode sim significar, por exemplo, ripidas taxas de nitrificacio e de
captagdo por plantas (Rosswall, 1982; Stark & Hart, 1997). Pela nitrificagio o amonio é
oxidado a nitrito e a nitrato, principalmente por bactérias autotréficas nitrificadoras dos
géneros Nitrosomonas e Nitrobacter, e é um evento chave na determinacio do destino

do nitrogénio em um ecossistema (Gottschalk, 1985; Rosswall, 1982).

Podem ser contabilizados em cinco os principais fatores que controlam as formas
predominantes de nitrogénio inorginico em solos: pH, temperatura, oxigenacio,
compostos alelopaticos (baseados em fendlicos), e relagio C:N. Se um processo é
controlado por um organismo, como sio a nitrificacgio e a amonificacio, a
heterogeneidade pode ser causada por diferengas na quantidade de enzimas presentes,
caracteristicas cinéticas dos sistemas enzimaticos, disponibilidade de compostos reagentes
(por exemplo, O, e ATP), varidveis ambientais que afetam o funcionamento das enzimas

(Stark, 1994), além, € claro, disponibilidade de substrato.

Solos dcidos, em geral, tém a nitrificacio inibida. A nitrificagio autotréfica é um
processo estritamente aerébico que é freqiientemente inibido sob baixos valores de pH
(Gottsschalk, 1985), existindo assim muitos solos dcidos onde a nitrificagio parece ser
ausente (De Boer & Kowalchuck, 2001). Dessa forma tende a haver no solo o acimulo de
formas reduzidas de nitrogénio como o aménio (Rosswall, 1982; Salsac et al, 1987).
Entretanto pode ocorrer nitrificacio sob valores de pH inferiores a quatro ou até mesmo
trés (De Boer & Kowalchuck, 2001). O qué indica que outros fatores podem influenciar a
taxa de nitrificacio de um solo. Juntos, nitrato e amonio correspondem a
aproximadamente 70 % do total de cidtions e anions absorvidos pelas plantas (van
Beusichem et al, 1988). Como conseqiiéncia, isto acaba interferindo na captagio de
outros citions e dnions e no pH do meio externo (Arnold & van Diest, 1991; Marschner,
1995; Tischner, 2000). Para plantas que tém preferéncia por aménio, pode ocorrer
acidificagdo da rizosfera nas camadas superiores do solo. Isto pode ser apontado como

uma das causas de acidificacio de solos florestais (Arnold & van Diest, 1991; Arnold,
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1992), sendo o inverso (alcalinizacio da rizosfera devido a nutricio com NO;) nem
sempre verdadeiro (Rorison, 1985). Plantas (tanto gramineas quanto dicotiledoneas) de
ambientes com alta fertilidade podem aumentar as taxas de mineraliza¢do e a nitrificacio
de solos, por alterarem o pH do solo, e isto pode influenciar o ciclo do nitrogénio e as
taxas de mudancas na composi¢io de espécies durante a sucessio no ambiente natural

dessas espécies (van der Krift & Berendse, 2001).

Temperatura e oxigenagio tém forte influéncia nos processos bioquimicos em
solos. Sob condic¢oes de baixas temperaturas, a nitrificagio torna-se, em grande parte,
inibida. J4 a mineralizacio pode ocorrer a temperaturas baixas e em ambientes de pH
bastante diversos (Salsac er al, 1987). Variacbes sazonais nas taxas de nitrificacio e
mineralizacio em solos florestais sio correlacionadas positivamente com a temperatura
(Tietema & Verstraten, 1992). A oxigenagio do solo também ¢é um aspecto importante a
ser considerado sendo um dos principais fatores que influenciam a taxa de mineraliza¢io
de nitrogénio em solos (Rosswall, 1982). A medida que mais dgua é acumulada no solo, o
oxigénio molecular, O,, sofre deplecio, dada sua baixa solubilidade em dgua e o consumo
pela atividade biolégica, levando a um aumento das condi¢oes redutoras com

conseqiiente acimulo de NH,* (McBride, 1994).

Compostos fendlicos podem inibir a nitrificacio (Rice & Pancholy, 1973). E
possivel que variagdes na concentracio de tais compostos, como a composi¢io de
monoterpendides, de um ponto a outro no solo possam causar diferengas na producio de
nitrato, principalmente em florestas dominadas por coniferas (De Boer & Kester, 1996;
Laverman er al, 2002). Altas concentragdes de polifendis impedem a mineralizagio e
alteram a via principal de ciclagem de nitrogénio para as formas orgénicas, as quais sio
menos suscetiveis a perdas por lixiviagio ou desnitrificagio (Northup et al,, 1995; Yu et

al., 1999).

A relagio C:N e o acimulo de matéria orginica também afetam as quantidades
relativas das formas de nitrogénio inorginico disponiveis para as plantas (Berendse, 1998;
Springob & Kirchmann, 2003). De forma geral, se a relagio C:N do solo é baixa

(~<12,5), o nitrogénio estd em excesso e amonio serd liberado; o inverso (~>30,3) implica
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imobilizacio do NH,* (Rosswall, 1982; Hodge er al, 2000). Entretanto, deve-se ter em
conta a relagio C:N dos decompositores. Se a relacio C:N do substrato que estd sendo
decomposto é menor que aquele dos decompositores (levando-se em conta o CO,
respirado), entdo esses microrganismos vao liberar nitrogénio, freqiientemente na forma
de amoénio. Isto acaba influenciando na competi¢io pelo nitrogénio disponivel entre
plantas e microrganismos (Hodge er al, 2000). Ja o acimulo de matéria orginica no solo

pode levar a um aumento de dez vezes na mineralizacio do nitrogénio em poucas décadas

(Berendse, 1998).

Muitos outros padroes, além desses até aqui listados, podem ser identificados. (1)
A mineralizacdio e a nitrificagio ocorrem simultaneamente. Isto é assegurado pela
natureza heterogénea da matéria orginica e a presenca de uma grande variedade de
decompositores (Hodge et al,, 2000). (2) Umidade, pH e temperatura podem apresentar
uma variagdio muito baixa para serem responsdveis por uma alta variacio espacial de
producio de nitrato dentro de uma floresta de coniferas (De Boer & Kester, 1996;
Laverman er al.,, 2002). (3) Solos saturados de nitrogénio tém o amoénio presente em altas
concentragdes, sendo pouco provivel que isso limite a nitrificacio. (4) Uma baixa
producio de nitrato, por sua vez, pode ser resultado de escassez de outros nutrientes
como P, K, Na, Mg ou elementos traco (Laverman er al, 2002). (5) O nitrato é mais
moével que o amoénio e, portanto, mais sujeito a lixiviagio que este dltimo (Rosswall,
1982). A lixiviacio de nitrato é um evento chave; ecossistemas que sofreram distdrbios
podem ter perdas substanciais de nitrogénio por essa via (Vitousek er al, 1979). Todo
desflorestamento pode induzir alguma perda de nitrogénio por lixiviagio, até ocorrer a
revegetacdo da drea danificada por plantas herbdceas ou drvores (Rasmussen, 1998). (6) O
nitrato estd sujeito também a perdas substanciais por desnitrificagio (Rosswall, 1982; Pu
et al., 2001). (7) Sob valores altos de pH o aménio pode ser convertido a aménia (NH;).
Este é um composto volitil, portanto sujeito a perdas para atmosfera, afetando a
eficiéncia na aplicagio de fertilizantes (He et al, 1999), o destino do aménio em
ecossistemas (Stark, 1994) e, nio menos importante, as quantidades atmosféricas dessa

forma de nitrogénio (Galbally & Gillett, 1988). Em conjunto, todos esses aspectos
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tornam impossivel predizer de forma acurada quio grandes serio as quantidades de
nutrientes num dado local. Isto se deve a essas quantidades serem o resultado liquido de

muitos processos que competem entre si (Stark, 1994).

1.4. A importincia de se acessar a variagdo a campo

Um dos maiores desafios em estudos ecoldgicos é o entendimento da geracio e
erosio da variabilidade como uma fungio da escala espacial (Schneider, 1994). Essa
variabilidade refere-se a mudangas, tanto no espago quanto no tempo; quando essa
variagio tem uma estrutura pode-se chami-la de heterogeneidade (Legendre &
Legendre, 1998). A heterogeneidade espacial e temporal de recursos do solo pode ter
influéncia determinante sobre a composi¢io vegetal e o comportamento de plantas (e.g.
Zedler & Zedler, 1969; Fitter, 1982; Eissenstat & Caldwell, 1988; Jackson & Caldwell,
1989). A varia¢do em escalas pequenas (dez metros ou menos) pode afetar a distribuicio e
abundincia local de organismos e o desempenho individual destes. Isto tem
conseqiiéncias ecofisioldgicas importantes que podem ser amplificadas para a comunidade
(Jackson & Caldwell, 1993a; Robertson & Gross, 1994). Variacdbes minimas na
concentragio externa de nitrogénio inorginico podem ter influéncia significativa sobre a
captacio, assimilacio, translocagio e estocagem desse nitrogénio no corpo da planta (e.g.
Smirnoff & Stewart, 1985; Andrews, 1986; Kronzucker et al, 1997; Min et al., 1999;
Tischner, 2000), podendo a heterogeneidade na disponibilidade de nutrientes ser
potencialmente considerada a mais importante causa de perturbacio no status nutricional
de uma planta (Glass er al, 2002). A varia¢io temporal e espacial de manchas de recursos
entre habitats é central no entendimento do papel da plasticidade das plantas para ocupar
esses habitats (Grime, 1994). Mesmo em escalas pequenas, o ambiente fisico ao qual uma
planta estd sujeita nio é uniforme, e pode-se esperar sele¢do por plasticidade (Bell &
Lechowicz, 1994). Em um ambiente heterogéneo, os sistemas radiculares vio maximizar
a aquisicio de nutrientes e a alocag¢io de recursos nas manchas mais ricas (Friend er al,
1990; Fitter, 1994). Da mesma forma, variagdes temporais na distribuicio dos recursos
determinam a plasticidade necessiria para que uma planta faca de forma eficiente o uso

dos recursos disponiveis (Fitter, 1994).




28

Fitter (1994) destacou a existéncia de poucas informagdes disponiveis sobre
variagdes temporais e espaciais de manchas de recursos. Esta caréncia existe até hoje,
apesar de alguns estudos, principalmente na tltima década, caracterizarem a
heterogeneidade espacial dos teores de N-NO;™ e de N-NH,* (e.g. Robertson et a/., 1988;
Gross et al., 1995; Farley & Fitter, 1999; Prasolova er al, 2000; Laverman et al,, 2000;
Laverman er al, 2002). Embora se saiba que recursos do solo variam, a estrutura dessa
variagdo, i.e., sua escala e magnitude, e como isso pode diferir entre comunidades ainda
sdo aspectos pouco entendidos. A percepgio da escala de variagio de nutrientes ainda é,
em muitos casos, limitada a um nivel qualitativo, que nio permite, por si so,
generaliza¢bes sobre os controles ou conseqiiéncias dos padrdes medidos (Robertson &
Gross, 1994). Muito da falta de entendimento sobre a variac¢io de recursos do solo é dada
pela caréncia de ferramentas apropriadas para quantificar e acuradamente descrever os
padrdes espaciais. A replicagio de amostras pode ser implementada para acessar a
variagio em um determinado sitio, porém o quanto dessa variabilidade pode ser
interpretado como espacialmente estruturada, depende da distribuicio da variabilidade
(Robertson & Gross, 1994). Mais comum, € o uso de anilises de gradiente ou ordenacio,
que, em muitos casos, desconsideram a rela¢io espacial entre as amostras (Lechowics &
Bell, 1991). A mesma varidvel, para dois sitios diferentes, pode ter a mesma média,
freqiiéncia de distribuicio, coeficiente de variagio e de assimetria, dessa forma nio
diferindo “estatisticamente” de um local para o outro. Porém, se levarmos em conta a
distribuicdo espacial da varidvel em ambos os sitios, podemos encontrar cenarios

completamente diferentes (Rossi et al,, 1992).

Acessar a heterogeneidade espacial passa pelas seguintes perguntas (Robertson &
Gross, 1994): (1) quio varidvel é o recurso em questio e qual a significincia bioldgica
dessa variagio? (2) Qual a propor¢io da variagdo total observada que pode ser atribuida a
fatores espaciais? (3) Em que escala, ou escalas o padrio é expresso? A resposta para a
primeira pergunta pode ser dada por procedimentos estatisticos paramétricos
tradicionais. J4 as demais pressupdem identificar a escala em que o padrio é expresso.

Dados espaciais sdo, freqiientemente, vistos e sumarizados pelos modos clissicos, como
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sendo o resultado de uma amostragem aleatéria e ndo como uma cole¢io espacial de
varidveis aleatdrias dependentes, nas quais esta dependéncia é fortemente ligada as
localizagbes espaciais (Cressie, 1993). Assim, pressuposi¢oes sobre a independéncia das
amostras nio podem ser assumidas pelo fato de estas estarem autocorrelacionadas, seja no
espaco ou no tempo (Robertson, 1987). De fato, muitas das defini¢bes de ecologia
pressupdoem dependéncia espacial e temporal, seja quando sdo expressas como as “inter-
relacbes dos organismos e seu entorno” (Ricklefs, 2003) ou ainda por Odum (1988),
quando propde a presenca de niveis de organizagio (Rossi er al, 1992). Assim, a
estruturagio espacial é um componente importante de comunidades e de ecossistemas,
devendo as teorias e modelos ecolégicos incluir este aspecto (Legendre, 1993). Para
acessar a variabilidade de um recurso, sio necessirias ferramentas quantitativas
espacialmente explicitas e estatisticamente robustas de forma a permitirem identificar se
hd manchas de nutrientes e quio distintas elas sio (Robertson & Gross, 1994). A
geoestatistica (com o uso de andlises de semivaridncia e krigeagem) é uma ferramenta
bastante poderosa e com resultados prontamente interpretiveis para quantificacio de
autocorrelacio em um dominio espacial, sendo esta informagio usada para identificacio
de padroes e escalas de heterogeneidade espacial (Robertson & Gross, 1994).
Semivariogramas, tradicionalmente, servem para dois propésitos: quantificagdo da escala
de variabilidade exibida por padroes naturais de distribui¢io de recursos e identificagio
da escala espacial ou temporal na qual a varidvel amostrada exibe variincia mixima, sendo
este ultimo aspecto importante nos delineamentos amostrais (Meisel & Turner, 1998).
Os resultados fornecem pistas quanto aos fatores associados a variagio encontrada e
possiveis conseqiiéncias sobre o desempenho de individuos dentro dos sitios. Além disso,
permitem uma melhor compreensio sobre como padrdes de heterogeneidade espacial

influenciam processos ecoldgicos (Robertson & Gross, 1994; Meisel & Turner, 1998).

1.5. A modelagem em geoestatistica

Podem ser encontradas excelentes publicacdes (Henley, 1981; Robertson, 1987;
Isaaks & Srivastava, 1989; Rossi et al, 1992; Cressie, 1993; Robertson & Gross, 1994;
Legendre & Legendre, 1998; Clark Labs, 2001; Ettema & Wardle, 2002) que tratam em
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maior ou menor detalhe os métodos aqui utilizados e as muitas outras ferramentas
oferecidas pela geoestatistica, ndo cabendo a esta dissertacio uma revisio profunda dessas
possibilidades. Serio abordados aqui, de forma sucinta, os principais aspectos das
ferramentas utilizadas neste trabalho, bem como possiveis pontos de divergéncia com
outras abordagens utilizadas na literatura. Cabe ressaltar que é possivel seguir diferentes
caminhos na descri¢io da dependéncia espacial e que a escolha do procedimento mais
adequado depende de uma série de fatores, como natureza dos dados, refinamento
desejado no modelo, ferramentas disponiveis, pergunta a ser respondida e, nio menos
importante, experiéncia do pesquisador. Da mesma forma nio existe o melhor caminho
nem o melhor ajuste; existe sim, o caminho que permite uma boa descrigio dos padrdes
encontrados. Nio se deve seguir uma seqiiéncia rigida de passos, mas ao contririo, seguir
seus proprios instintos; imaginagio e curiosidade sio elementos chave nesse processo

(Isaaks & Srivastava, 1989). As consideracdes a seguir podem ser encontradas em maiores

detalhes em Henley (1981), em Isaaks & Srivastava (1989) e em Cressie (1993).

1.5.1. Pressupostos do modelo geoestatistico

Para varidveis que tém uma localiza¢io definida no espago, desenvolveu-se uma
estatistica chamada de Teoria das Varidveis Regionalizadas. Uma varidvel regionalizada
tem uma correlacio ndo-zerada com ela mesma para uma dada localizagio espacial
(Henley, 1981). Assim, para uma mesma varidvel, valores mais proximos no espago serao
mais semelhantes que valores mais distantes - um axioma citado em todos os livros sobre
o assunto e colocado por Tobler (1970 apud Meisel & Turner, 1998) como a primeira lei

da Geografia.

No inicio dos anos 50, Daniel G. Krige, um engenheiro de minas sul africano,
desenvolveu um método empirico para determinagio da distribuigio espacial de ouro a
partir de uma malha amostrada. Entretanto, cabe ao francés Georges Matheron, nos anos

60, o grande avanco tedrico da drea. Ele propds o uso do termo geoestatistica em um
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contexto geoldgico para denotar uma teoria e métodos para inferir reservas de ouro a

partir de dados espacialmente distribuidos pelo corpo da reserva (Cressie, 1993)".

Se uma superficie tem o mesmo valor médio em qualquer local, tem-se o que se
chama de estacionariedade de primeira ordem. Considerando duas observagdes x; e x,
obtidas nos locais 7 e 5 = 7, + h, separadas pela distincia h; quando o valor médio (i) de

(x; — x) = 0, satisfaz-se a pressuposicio. Isto pode ser expresso assim:
Ex(i)] =m
Ex7)-xi+h)]=0

onde £ € o valor esperado da varidvel aleatéria. Pode-se definir a covariincia de x; e x,

como o valor esperado do produto dos desvios da média das duas observagoes:

E[{x(7) - m} {x(/ + h) — m}] = K(h)

onde K(h) é a covariancia. Se for assumido que, para cada h, a covariincia espacial é
independente das localizagdes de 7, e £, entdo se tem o que se chama de estacionariedade
de segunda ordem. A confirmacgio desta suposi¢io requer que a primeira também esteja

feita.

A pressuposicio de estacionariedade de segunda ordem ¢é raramente justificavel. O
valor médio m é sempre desconhecido e pode ndo ser constante, assim a varidncia e a
covariancia nio podem ser acessadas diretamente. Uma suposi¢cio mais fraca pode ser

adotada, e Matheron a chamou de hipétese intrinseca:
Ex(7) - 27+ )] =0
E[{a(7) - x(7+ h)}’] = var [x(7) - 2/ + h)] = 2(h)

! Cressie (1993) salienta que, a0 mesmo tempo em que a geoestatistica era desenvolvida na Franga por
Matheron para a engenharia de minas, as mesmas idéias foram alcangadas em meteorologia por L. S. Gandin na entio
Unido Soviética. Antes de mesmo de Krige e Matheron, os biomateméticos Matérn em 1947 e Jowett em 1955
utilizaram fung¢des idénticas a semivariogramas (Rossi et al, 1992). Entretanto, o mais antigo trabalho na irea deve ser

creditado ao pesquisador florestal sueco Langsaeter em 1926 (Matérn, 1960 apud Rossi et al., 1992).
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onde y(h) € a estatistica conhecida como semivariincia.

A geoestatistica paramétrica tradicional requer também que a distribuicio dos
dados seja normal ou, que seja possivel transformar os dados para tal (Henley, 1981). Isto
implica dizer que € necessario um processo Gaussiano subjacente. Quando a distribui¢io
¢ normal, os pressupostos de estacionariedade estio, em geral, satisfeitos, por que um
processo Gaussiano é caracterizado pela média e pela varidncia (Isaaks & Srivastava, 1989;
Cressie, 1993). A anilise de semivaridncia é bastante sensivel a distribuicbes assimétricas
das freqiiéncias; transformacdes como In(x+1) ou log(x+1), minimizam os efeitos da

presenca de valores erriticos (Isaaks & Srivastava, 1989; Robertson & Gross, 1994).

Sumarizando, uma variivel regionalizada é uma funcio aleatéria com uma
distribui¢do continua definida a cada ponto no espaco, e com um grau de continuidade
espacial a qual pode ser expressa pela varidncia da diferenca em valores entre observagoes

separadas pela distancia h (Henley, 1981).

1.5.2. Estimagio do variograma amostral

A semivariancia é metade da média das diferencas entre os pares de dados elevadas

ao quadrado:

1
Yh)= ——— X [x7)-x(+h)]
2N(h)

onde, y(h) é o valor de semivariincia para todas as posi¢des em um dominio espacial
separados pela distincia h, Vé o nimero de pares de comparacio, x(7) representa o valor
da propriedade no ponto 7 e x (/ + h) o valor a um intervalo de distincia h de 7 A
representacdo grifica do cilculo de semivariincia para todos os intervalos de distincia

possiveis € o semivariograma ou, por simplicidade, variograma (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Exemplo ilustrativo de um semivariograma amostral.

Essa formula constitui o chamado estimador clissico ou método de estimagdo dos
momentos. Por ser fortemente afetado por valores erriticos (outliers), Cressie &
Hawkins (1980 apud Cressie, 1993) propuseram um método, chamado de estimador
robusto, que pode ser encontrado descrito em Cressie (1993). Juntamente com o
semivariograma, existem outros métodos de estimagdo da continuidade espacial. O
covariograma (semelhante ao semivariograma, sendo considerada a covariincia entre os
intervalos) e o correlograma (essencialmente, o covariograma divido pela variincia)
também descrevem o comportamento da variagio a medida que se incrementa a distincia
h. Alguns autores afirmam que o correlograma deve ser preferido ao semivariograma
devido aquele poder ter cada coeficiente testado com relagio a significincia (Legendre &
Fortin, 1989). Entretanto, o uso da semivaridncia oferece vantagens diretas sobre esses
métodos: além da estacionariedade intrinseca, ele pode ser diretamente aplicado para
krigeagem e ser estimado com um grau de confiabilidade muito superior do que o
covariograma (Cressie, 1993; Robertson & Gross, 1994). Além disso, a andlise de
semivaridncia permanece como uma das técnicas mais utilizadas e, da familia de

variogramas, € a que permite um caminho matematico menos complicado e mais
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facilmente compreensivel e factivel (Meisel & Turner, 1998). Também existem métodos
disponiveis para testar a significincia entre semivariogramas, se for necessario (Rossi et
al, 1992; Meisel & Turner, 1998). O semivariograma, sem um modelo ajustado, ¢é

chamado de semivariograma amostral.

1.5.3. Propriedades do semivariograma e modelos de variogramas teéricos

A medida que a distincia de separacio dos pares de comparacio aumenta, o valor
de semivariincia, geralmente, aumenta. Eventualmente, um aumento da separacio em
distdncia nio proporciona um aumento na semivariancia (Isaaks & Srivastava, 1989). Isso
tem muitas implicacdes e tornam necessirias, neste momento, algumas consideraces a

respeito das propriedades do variograma (Figura 1.3).
Variancia estrutural (O): € a variagio espacialmente dependente.

Efeito pepita (nugger effect; (y): o salto vertical da semivaridncia de zero até o
valor dado pela menor distincia de separagio de pares. E a variacio presente no menor

intervalo de medida ou € resultado de erro de medida, ou ambos.

Patamar (silk C + G): o platd atingido no qual nio hd mais incremento na

semivaridncia. Aproximadamente, deve equivaler  varidncia da populagio (67). Assim,
[6*/(C + G)] = 1,00
serve como parametro de adequac¢io do modelo ajustado.

Amplitude (range; 2): a distincia na qual o variograma atingiu o patamar. Na

pratica, a distdncia correspondente a ~ 95% da semivariancia do patamar.

Indice de dependéncia espacial = [C/ (C + ()]. Quanto mais préximo de 1,00,

uma maior proporg¢io da varidncia amostral total é dependente espacialmente.

Efeito pepita relativo = [( / (C + ()]. E o inverso do indice de dependéncia

espacial.
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Figura 1.3. Algumas propriedades de semivariogramas generalizados. Em (a), as
diferentes propriedades de um semivariograma: C, varidncia estrutural; (, variagio
pepita; a, amplitude. Em (b), dependéncia espacial em diferentes escalas, o chamado
aninhamento. Em (c), efeito pepita puro, ou seja, auséncia de dependéncia espacial e (d),
dependéncia presente em escalas diferentes das escalas medidas.
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O semivariograma amostral pode conter muito ruido, dependendo da forma como
ele se apresenta. Ajusti-lo a um ou mais modelos idealizados permite ao pesquisador
inferir sobre pontos ou regides ndo amostrados. Modelar o variograma amostral consiste
em escolher um variograma tedrico e depois ajustd-lo de forma a obter a melhor predicio
possivel. Existem muitas possibilidades de variogramas teéricos que podem ser ajustados
sobre o semivariograma amostral. S3o descritos aqui, aqueles que foram utilizados no

presente estudo: o modelo esférico e o modelo linear.

O modelo esférico (Figura 1.3a e Figura 1.3b) consiste de duas equacgdes
separadas:

3
Yhy-c| 3P _3h

22 22

+C, para h<a

Yh)=C+C, para h>a

Y(0) =0

Assim, quando h > 2, ndo hd mais incremento no semivariograma; a covariancia espacial é

nula e o valor de semivaridncia do modelo ajustado € idéntico a varidncia do conjunto de

dados.

O modelo linear (Figura 1.3¢ e Figura 1.3d) € mais simples, nio atingindo um

patamar, mas aumentando linearmente com h:
v(h) = |hl.

1.5.4. O ajuste do modelo

O proéximo passo € a escolha de um método de ajuste do semivariograma estimado
ao semivariograma teérico. A despeito do método a ser escolhido, o procedimento é

indispensivel e altamente recomenddvel (Cressie, 1993). Métodos baseados nos




37

quadrados minimos buscam medir o ajuste pela soma de quadrados das diferencas entre
um estimador de semivariograma genérico 2y*(he) e um modelo teérico 2y(he;0), sendo
“e” uma dada direcio e 6 o conjunto (C, C, a). Existem, basicamente, trés métodos
baseados nos quadrados minimos: o ordindrio (OLS, ordinary-least-squares), o
generalizado (GLS, generalized-least-squares) e o ponderado (WLS, weighted-least-
squares). Uma vez que o método optado para este trabalho foi o de WLS, somente ele

serd descrito em maiores detalhes. Uma descri¢io mais aprofundada desses métodos pode

ser encontrada em Cressie (1993).

O Idrisi32 (Clark Labs, 2001) oferece dois métodos baseados em WLS para o
ajuste do semivariograma amostral: o0 WLS1 e o WLS2. Assim, considerando 2y* = 2y
(h (1)),...,2Y" (h (K))), € 2y" um semivariograma amostral obtido pelo estimador clissico

(momentos), WLS1 busca minimizar

K 2
A h .
ZlN(h(;‘»l{M -1}
= Y (7% 0)

para K intervalos separados pela distincia h. O denominador constitui-se do
semivariograma tedrico cuja forma é conhecida a excecio dos parimetros 6. J4 WLS2

busca minimizar

K ING (/)]
Y Y () -vh()); ).
j=1  {y(h (/) 0)F
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WLS torna os pesos diretamente proporcionais ao nimero de amostras de cada
intervalo. Ele ndo faz suposic¢des sobre a distribui¢io dos dados sendo eficiente tanto com
distribui¢des Gaussianas como ndo-Gaussianas (Cressie, 1993). WLS1 da um peso para
cada intervalo proporcional ao nimero de pares que contribuem para cada intervalo. Ele
assume que a confiabilidade do variograma amostral aumenta com o aumento do nimero
de pares. J4 WLS2 d4 mais peso para os intervalos menores. Embora seja mais provavel
que esses intervalos tenham menos pares, a separagio menos distante deles é considerada
mais importante na criacio de um modelo final. No Idrisi32, o denominador na equagio

de WLS2 constitui-se do variograma amostral (Clark Labs, 2001).

O ajuste de um modelo no ambiente Idrisi32 é uma combina¢io de métodos
visuais e automaticos. Algoritmos que permitem um ajuste automadtico sio bastante uteis
para refinar o ajuste visual e para detectar problemas (Clark Labs, 2001). Parimetros
dados por 0 sdo ajustados e os cilculos estatisticos repetidos até que uma solugio convirja.
O usudrio deve apenas inserir os valores iniciais de 8. Os algoritmos finalizam o cilculo
quando uma solugdo, dentro de limites especificados (nimero de iteragdes e limite de
ajuste, este, dado pela diferenca de erro de soma de quadrados entre um ajuste e outro), é
encontrada, ou quando as iteracdes do ajuste resultam em saidas muito diferentes

daquelas propostas pelo ajuste visual (Clark Labs, 2001).

Deve-se ter bastante cuidado para nio “superajustar” (overfit) o variograma
amostral. O objetivo, nio importando o método escolhido, é criar um variograma que
mais se aproxime do padrio de dependéncia espacial medido, e nio, necessariamente,
obter um modelo que tenha o melhor ajuste entre os dois (0 amostral e o teérico) (Clark
Labs, 2001). Trés modelos tedricos podem ser combinados para capturar cada dobra ou
alteragdo do variograma amostral. Entretanto, esses modelos complicados, geralmente,
ndo levam a estimativas mais acuradas que aquelas providas pelos modelos mais simples.
O principio da parciménia ¢ um bom guia para se modelar variogramas. Além disso, no
momento de decidir se uma determinada caracteristica do variograma amostral deve ou

ndo ser modelada, é adequado considerar se hd uma explica¢io para essa caracteristica. Se
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ndo existe uma explicagio, a caracteristica pode ser espuria, nio sendo necessirio modeli-

la (Isaaks & Srivastava, 1989).

1.5.5. Isotropia e anisotropia

Semivariogramas omnidirecionais sdo aqueles calculados para todas as direcoes
possiveis no espaco amostral, sendo que o mesmo par nio é repetido no seu sentido
inverso. Semivariogramas direcionais sdo definidos considerando-se um determinado
intervalo angular (tolerincia angular) que, quanto menor, menor nimero de pares de
comparagio conterd. Quando os semivariogramas direcionais produzem resultados
aproximadamente semelhantes, tem-se o que se chama de isotropia (Isaaks & Srivastava,
1989). Um conjunto de dados que € isotrépico €, por conseqiiéncia, estaciondrio de
segunda ordem (Cressie, 1993). Entretanto, a dependéncia espacial em uma diregio pode
diferir da dependéncia em outra direcio. Quando isto ocorre tem-se a chamada
anisotropia. Semivariogramas omnidirecionais podem ser vistos como uma média dos
semivariogramas direcionais devendo ser preferidos, uma vez que sio, geralmente, mais
“bem comportados” e, assim, mais ficeis de modelar. Porém, se a amostragem nio for
distribuida uniformemente, o semivariograma omnidirecional deixa de ser uma média

uma vez que algumas dire¢bes podem estar representadas com um peso muito maior

(Isaaks & Srivastava, 1989).

A anisotropia pode ser avaliada comparando-se diferentes semivariogramas
calculados para diferentes dire¢oes (Isaaks & Srivastava, 1989; Robertson & Gross, 1994).
A melhor abordagem ¢é testar diferentes direcbes e tolerincias angulares e, para estas
ultimas, usar a menor que ainda produza bons resultados (Isaaks & Srivastava, 1989).
Geralmente definem-se os eixos de maior e menor continuidade e esses sdo avaliados em
separado. A anisotropia nio deve ser vista como uma falha na escolha da drea amostrada
nem na abordagem amostral escolhida. Quando ela estd presente, pode revelar pistas
importantes sobre os padroes e controles exercidos sobre os recursos do solo (Robertson
& Gross, 1994). Existem dois tipos de anisotropia: a geométrica e a zonal. A primeira diz

respeito a variogramas que possuem o mesmo patamar, mas amplitudes diferentes. A
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segunda ocorre quando o patamar muda com a direc¢do, enquanto a amplitude se mantém
constante. E comum, em dados provenientes de varidveis ambientais, uma combina¢io de

ambas (Isaaks & Srivastava, 1989).

Para se integrar a anisotropia ao modelo, primeiro deve-se modelar os eixos de
maior e menor continuidade. No cdlculo de separagio de distancia entre pares, a distincia
entre eles ¢ modificada. Tanto para a anisotropia geométrica quanto para a anisotropia
zonal, a distincia de separacio no eixo de maior continuidade x e menor continuidade y

sao combinadas na equagio (Isaaks & Srivastava, 1989; Clark Labs, 2001):

2 2

2 b, hL
Y(h) = ’Y(hx)hy) = Y(hr) hr = +
a, a,

onde, a, a, sio as amplitudes e h,, h, sdo os intervalos h nas direcdes x, y.

1.5.6. Krigeagem Ordinaria

Dos métodos disponiveis para gerar mapas de distribuicio de recursos em
dominios espaciais, nenhum supera a krigeagem (Robertson & Gross, 1994). A
krigeagem (ou krigagem, do inglés kriging) difere de outras técnicas por que suas
estimativas dos pontos interpolados buscam minimizar o erro associado. Existem diversas
formas de krigeagem. Por exemplo: a simples, a punctual, a em blocos (block kriging), e a
ordindria. A escolha do melhor método pode ser um tanto arbitrria, porém alguns
métodos funcionam melhor para alguns tipos de dados e nio para outros. A melhor
abordagem é, novamente, testar diferentes métodos e utilizar aquele que produza os
melhores resultados, ou seja, aquele que produza uma superficie de descri¢do espacial que

seja claramente definida e ainda permita uma interpretacio adequada de sua estrutura.

Na krigeagem ordindria, para cada ponto para o qual nio se tem uma amostra, é
estimado um valor usando uma combinacio linear ponderada das amostras disponiveis

numa dada 4rea de vizinhanca determinada:
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zZ= I/V/»V

1

n

J

onde, z € o valor estimado e w; € o peso associado ao valor da amostra v. Para o cilculo de
w; deve-se definir o padrio de continuidade espacial desejado que pode tanto ser dada

por uma matriz de covariincias

G+ C se IThl1 =0

C (A= Cexp((-31h1)/2)) se Thl >0

ou por uma matriz de semivaridncias

0 se lhl =0

Y=Y Gy o -exp(3IhIVa)  selhl >0

entre os pontos delimitados como vizinhos. C, C, e a foram definidos quando do ajuste
dos modelos aos semivariogramas amostrais. Apesar de se trabalhar com
semivariogramas, pode-se utilizar a covariincia para estimac¢io dos pontos na krigeagem
ordindria (Isaaks & Srivastava, 1989) como faz o Idrisi32 (Clark Labs, 2001). Assim, se
obtém uma matriz C de funcées de covaridncias entre os pares de pontos, se for o caso. A
esta matriz € incluido o chamado “parimetro de Lagrange” (). Matheron demonstrou

(Cressie, 1993) que, para se obter melhores estimativas, deve-se,
Z¥= WiV + Wy Vgt WV

m’r

onde
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n
Wi + Wy +,et W, = 1, oumelhor, Y w;=1
i=1

sendo Z* a predigio local.

O erro médio e a verdadeira varidncia dos erros das estimativas sio sempre
desconhecidos. E possivel, no entanto, trabalhar com o erro médio e minimizar a
variincia do erro modelado (Cressie, 1993; Clark Labs, 2001). Assim, o conjunto de pesos

que irdo prover estimativas nio-viesadas com uma variancia minima é dado por
w=C'xD

onde, C é a covariincia entre as amostras ¢ D é a matriz obtida pelo cilculo das

covariancias nos pontos amostrados.

O processo, como um todo, nio é tio simples de se entender como colocado aqui.
Existe uma série de equacgdes associadas que permitem o cilculo dos valores para os
pontos interpolados. Na pritica, os erros associados sdo também calculados e diferentes
tentativas com diferentes modelos preditos sio testados para diferentes dreas de
vizinhan¢a definidas. Deve-se ter cuidado para que a irea estipulada de vizinhanga nio
exceda a distAncia dada pela amplitude 2 (Cressie, 1993), apesar de isto poder ser relaxado
em alguns casos (Isaaks & Srivastava, 1989). Além disso, deve-se estar atento a presenca
de anisotropia (que exige que o mapa de krigeagem seja construido em fungio dos eixos
anisotrépicos), e aos efeitos que alteracdes nos parimetros C, C, e a tém sobre as
estimativas dos pontos interpolados. A krigeagem assume que os modelos ajustados aos
semivariogramas sio 6timos, i.e., com o menor erro associado. A krigeagem ordindria é
conhecida como a melhor estimativa linear nio-viesada (B.L.U.E., besr linear unbiased

estimator) por que tenta criar um erro que € igual a zero e minimiza a variincia dos erros

(Clark Labs, 2001).

Resumindo, uma série de equagdes lineares € utilizada para minimizar a varidncia
usando todos os pontos amostrados na vizinhanga local do ponto a ser estimado levando
em conta os modelos ajustados nos semivariogramas, as quantidades medidas nos pontos

amostrados e a distincia entre estes e entre o ponto a ser estimado. O método €, dessa
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forma, computacionalmente intensivo, porque um novo conjunto de equagdes deve ser
resolvido para cada novo ponto interpolado. A técnica é especialmente util aquelas
propriedades das comunidades que exibem um alto grau de dependéncia espacial na
escala de comunidade ou em escalas menores. Isto inclui muitos, se nio todos, os recursos

dos solos importantes para as plantas (Robertson & Gross, 1994).

1.5.7. Descricio espacial dos dados: a anilise exploratéria

E adequado, e extremamente vantajoso proceder a uma atenciosa descricio do
conjunto de dados antes de executar a modelagem geoestatistica propriamente dita. Nesta
etapa nio se deve dar o mesmo crédito a todas observagdes; ao contrario, devem-se isolar
aquelas que parecem atipicas (Cressie, 1993). Assim, sio necessirias ferramentas que
propiciem identificar possiveis erros na obtenc¢io dos dados assim como a presenca de

valores atipicos (outliers).

O uso de histogramas permite visualizar a distribuicio dos dados. Como a
semivaridncia € sensivel a distribuices assimétricas, eles auxiliam em muito a tarefa de
verificar a assimetria da distribui¢io dos dados (Isaaks & Srivastava, 1989). Medidas de
forma da distribui¢io, como os coeficientes de assimetria (CA ou coefficient of skewness)

e de variagio (CV) auxiliam na identificagdo de valores erriticos. O CA € dado por

N
CA=\ UNY (xi-m)(/ o°
i=1

Este coeficiente é muito mais sensivel a valores erriticos do que a média e a
varidncia, uma vez que a diferenca entre cada valor e a média € elevada ao cubo. O sinal
dado pelo CA € importante na descri¢io da distribui¢io: quando positivo, indica que o
histograma tem uma cauda de valores altos para a direita tornando a mediana menor que
a média; quando negativo, hd uma cauda de valores pequenos para a esquerda e a mediana
é maior que a média. Para conjuntos de dados geoquimicos, ¢ comum uma assimetria

positiva para a concentra¢io de elementos que ocorrem em quantidades baixas. J4 para o
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CV (dado por: o/m), valores acima de 1,00 devem chamar novamente a ateng¢io para a

presenca de valores atipicos (Isaaks & Srivastava, 1989).

A constru¢io de mapas de simbolos, onde se apresentam todos os valores medidos
em seus respectivos pontos de coleta permite visualizar a distribui¢io dos dados; a
presenca de valores extremamente altos cercados por valores baixos, assim como o
inverso, deve aumentar as suspeitas com relacdo a integridade na obtencio desses valores.
Os chamados A-scatterplots, onde se tem num diagrama de dispersio, os valores de x(2)
em um eixo contra os de x(7 + h) em outro para cada intervalo de distincia, também sio
uma op¢io interessante na identificagio de pares de comparagio atipicos (Isaaks &

Srivastava, 1989).

1.6. Ligando os pontos: os objetivos

A ecofisiologia é uma ciéncia experimental (Lambers er al, 1998). Entretanto,
descrever adequadamente o ambiente que as plantas ocupam ¢é de grande valia para a
ecofisiologia. Muitas das caracteristicas individuais das plantas sio determinantes nos
ciclos biogeoquimicos de nutrientes. Assim, a ecofisiologia ¢, de certa forma, pré-
adaptada a problemas de larga escala (Field & Ehleringer, 1993). Associar caracteristicas
individuais das plantas com o seu habitat e buscar compreender as conseqiiéncias das
variagdes da estruturagio dos recursos desse habitat tornam-se de grande importincia na
compreensio dos efeitos que possiveis alteracdes nesses padroes podem ter sobre esses
individuos. Predi¢Ges sobre o crescimento de individuos de espécies vegetais devem ter
em consideragio o padrio de manchas de recursos do ambiente em que a planta vive
(Farley & Fitter, 1999). Saber quais sdo as preferéncias nutricionais de uma espécie e que
tipo de ambiente seus individuos encontram sio centrais para o entendimento do

comportamento dessa espécie.

Assim, os objetivos do presente estudo sio:
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(1) comparar as respostas fisiologicas de plantas do pinheiro brasileiro ao
fornecimento individual e combinado destas duas diferentes fontes de

nitrogénio inorginico: N-NO; e N-NH,/

(2) caracterizar a variabilidade espacial dos solos de trés sitios (mata nativa, campo
nativo e plantacio de Pinus) onde o pinheiro brasileiro (Araucaria

angustifolia), ocorre, quanto aos teores liquidos de nitrato e amonio.
Para isso € postulado que:

(1) o amoénio é a forma de nitrogénio que propicia o desenvolvimento mais

adequado de plantas de Araucaria angustifolia,

(2) o amonio € a forma de nitrogénio predominantemente presente nos trés sitios,

a despeito de ser verdo ou inverno;

(3) a magnitude da variacio é maior e a escala da variagio é mais grosseira
(manchas maiores, mais discretas) nos sitios mais antigos (mata nativa e campo

nativo) do que na plantagio de Pinus.

1.7.  Por que Araucaria angustifolia?

O foco na descri¢io dos ambientes de ocorréncia da A. angustifolia (conhecida
também como pinheiro brasileiro ou, simplesmente, araucdria), deve-se a importincia
ecoldgica e econdmica que ela tem nas regides onde ocorre, principalmente no sul do
Brasil (Estados do Parani, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). A espécie tipicamente
ocorre na floresta ombréfila mista (IBGE, 1986) em altas altitudes sendo um componente
dominante do dossel. Suas sementes sdo uma importante fonte de alimento para fauna e a
sua madeira, de alto valor comercial, levou a uma exploragio intensiva da espécie que
reduziu drasticamente suas populacoes (Mattos, 1972; Reitz er al, 1988). Atualmente, a
espécie € classificada como vulnerivel pela IUCN (2004). Existe um verdadeiro “vazio
bibliogrifico” com relagio a nutri¢io nitrogenada da espécie. Simdes er al (1979)
realizaram experimento testando as respostas da planta a teores crescentes de aluminio

em solucio nutritiva. Somente Simdes (1973) realizou um experimento de nutri¢io
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mineral com a espécie, com o objetivo especifico de avaliar o desempenho dela frente a
auséncia de nutrientes. Seus resultados colocam a deficiéncia de nitrogénio como a mais
limitante para o crescimento da planta. Em estudo recente, Duarte & Dillenburg (2000)
sugeriram que a taxa de assimila¢do de nitrogénio pela espécie, sob altas irradidncias, ndo
seria alta o suficiente para igualar o alto grau de assimilagio de carbono nestas condigdes.
A atividade nitrato redutase em plantas de A. angustifolia mostrou-se presente nas raizes
e muito baixa, ou mesmo nio mensurivel, nas folhas. Estes dados, segundo os autores,
sugerem que haja preferéncia da espécie por amonio. O uso de A. angustfolia, seja para
fins de conservagio ou reflorestamento, exige que sejamos capazes de compreender nio
s6 os requerimentos fisiol6gicos da espécie, como também que ambiente seus individuos

podem encontrar no estado natural.




2. Respostas fisioldgicas de Araucaria angustifolia a diferentes fontes de

nitrogénio inorganico *
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RESUMO

A despeito da importincia ecolégica e econdmica da A. angustifolia e da
reconhecida importincia do nitrogénio, existem poucos estudos que caracterizam as
relagdes desse nutriente com a espécie. O presente trabalho visou caracterizar a
preferéncia de plantas da espécie a diferentes formas de nitrogénio inorginico. Os
resultados encontrados (principalmente, maior crescimento) demonstram que a espécie
tem preferéncia por amoénio como fonte de nitrogénio. Nitrato, quando fornecido
sozinho, induziu sintomas de deficiéncia de nitrogénio: maior razio raiz:parte aérea,
maior ramificacio radicular, maior massa foliar por irea e engrossamento dos dpices
caulinares e, ainda, menor quantidade de clorofilas por massa em folhas jovens. A
nutri¢io a base de nitrato também afetou a distribui¢io de nitrogénio no corpo da planta:
folhas jovens acumularam menos nitrogénio e apresentaram uma maior razio C:N.
Aparentemente, o nitrato ¢ um importante fator a regular a parti¢io de C e N entre

diferentes partes da planta. A atividade nitrato redutase (ANR) segue um padrio de
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particdo raiz:parte aérea esperado para coniferas de clima temperado. Entretanto, a
presenca de ANR mesmo sob nutricio de NH," sozinho indica que a planta pode
apresentar niveis constitutivos de atividade da enzima, ou que quantidades baixas de NO;
(formado pela possivel contaminagio dos meios de cultivo) podem induzir a ANR foliar.
Ambientes que diferem da forma preferencialmente absorvida podem limitar o
desenvolvimento da espécie, e em reflorestamentos deve ser assegurado o aménio como

forma de N predominante.

Palavras-chave: amonio, nitrato, razio carbono:nitrogénio, Araucariaceae, nitrato

redutase.

INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, ou pinheiro brasileiro ou ainda, por
simplicidade, arauciria, é uma gimnosperma da familia Araucariaceae e tem sua
distribui¢do restrita ao sudeste da América do Sul (Kershaw & Wagstaft 2001; Reitz et
al., 1988). A espécie tipicamente ocorre na floresta ombréfila mista IBGE, 1986) em
altas altitudes sendo um componente dominante do dossel e tendo grande importancia
ecolégica e econdmica para os principais estados brasileiros onde ocorre: Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Suas sementes, ricas em amido, sio muito utilizadas pela
fauna e sua madeira, de qualidade superior, foi explorada quase ao limite, principalmente
na primeira metade do século XX, o que praticamente esgotou as reservas da espécie do
pais (Mattos 1972; Reitz et al, 1988). Atualmente, a espécie é classificada como
vulneravel pela IUCN (2004). Como alternativas de reflorestamento, foram introduzidas
espécies de Pinus e Eucalyptus de crescimento mais rapido, porém com madeira de
qualidade inferior. Visando projetos de reflorestamento e uma melhor compreensio do
desempenho da espécie em solos onde ela tem a sua distribui¢io atual torna-se central a

compreensdo da nutri¢do nitrogenada da espécie.
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Sabe-se muito pouco sobre a nutri¢io nitrogenada e o metabolismo do N em
espécies arboreas tropicais e subtropicais. A despeito da importincia do nitrogénio para a
A. angustifolia (Simdes 1973), existem poucos estudos que caracterizam as relagoes desse
nutriente com ela. Duarte e Dillenburg (2000) quantificaram a atividade nitrato redutase
em plantas de A. angustifolia a qual se mostrou presente nas raizes e muito baixa, ou
mesmo ndo mensurdvel, nas folhas. Estes dados, segundo os autores, sugerem que haja
preferéncia da espécie por amoénio. Mais recentemente, Franco er al (2005)
quantificaram carbono (C) e nitrogénio (N) em folhas, raizes e caules de individuos
adultos e jovens da espécie. Entre outras conclusdes, ficou evidente que as raizes
desempenham um papel importante em armazenar C e N, principalmente nos individuos

jovens.

Nitrato (NOy’) e amonio (NH,") sdo as principais formas de nitrogénio inorginico
captadas pelas plantas, compreendendo cerca de 70% do total de citions e anions
absorvidos (van Beusichem er a/, 1988). As plantas podem apresentar variacio na forma
de nitrogénio preferencialmente utilizada. A forma de N preferida por uma arvore nio ¢,
necessariamente, a forma mais facilmente absorvida (Arnold & van Diest, 1991), sendo
que muitos trabalhos priorizam o acimulo de biomassa como principal medida de
preferéncia por diferentes formas de nitrogénio inorginico (Gigon & Rorison, 1972;
Rorison, 1985; Falkengren-Grerup & Lakenborg-Kristensen, 1994; Olsson &
Fakengren-Grerup, 2000). De fato, plantas que crescem melhor com nitrato, podem
captar muito mais amoénio que as plantas que preferem esta forma (Kronzucker er a/,
2003). Sucessionalmente, a eficiéncia no uso de cada forma de nitrogénio pode guardar
relacio com a forma predominante nos solos onde uma espécie ocorre em maior
freqliéncia: amonio em ambientes tardios e nitrato em iniciais. Também, o insucesso de
plantacdes de coniferas sucessionalmente tardias (com preferéncia por aménio) em climas
temperados pode estar fortemente relacionado com distirbios nos sitios de plantio que
favorecem a presenca de nitrato como forma predominante nesses sitios (Kronzucker et

al, 1997). Isto se deve a redugio na capacidade competitiva das plantas em solos
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desfavoriveis as mesmas, uma vez assumido que as arvores se tornaram adaptadas as

formas de nitrogénio presentes em seus ambientes nativos (Kronzucker er al, 2003).

Os metabolismos de carbono e nitrogénio sio interligados. O fluxo de carbono
deve ser direcionado para a sintese de acicares ou amido ou para formacio de acidos
organicos para formagio de aminoacidos (Tischner, 2000). O crescimento de uma planta
estd correlacionado fortemente com o seu status de nitrogénio (e.g. Ingestad, 1979). O
status nutricional de uma planta pode afetar fortemente o padrio de alocagio de recursos
na mesma (Friend et al,, 1990; Ingestad & Agren, 1991; Marschner, 1995; Lambers er al,
1998). Assim, a disponibilidade de N afeta a razio raiz:parte aérea, assim como a alocacio
de carbono e nitrogénio entre esses dois componentes da planta (Pregtzer er al, 1990;
Hilbert, 1990; Lambers et al., 1998). Medidas relativas as quantidades presentes de N nos
tecidos da planta podem ser bastante tteis na interpretacio dos efeitos da nutri¢io
diferenciada de nitrato e amoénio. Também, a intera¢io entre os metabolismos de
carbono e de nitrogénio e diversos fatores ambientais (como temperatura, dgua e
poluentes) tém influéncia sobre a ANR (Tischner, 2000). A ANR por unidade de massa
foliar é, freqiientemente, muito baixa em Gimnospermas sob condi¢des naturais, porém
aumenta quando nitrato é ofertado a 5 mM (Smirnoff er al, 1984). Segundo Andrews
(1986), a ANR deve ser avaliada tanto em folhas quanto em raizes, uma vez que a
atividade pode estar particionada na planta em diferentes proporcdes, sendo a medida

foliar pouco informativa sozinha.

Saber quais sdo as preferéncias nutricionais de uma espécie é fundamental para o
entendimento do comportamento da mesma. O uso de A. angustifolia, seja para fins de
conservacio ou de reflorestamento, exige que sejamos capazes de compreender os
requerimentos fisiolgicos da espécie. Assim, o objetivo do presente estudo é comparar as
respostas fisiologicas de plantas do pinheiro brasileiro ao fornecimento individual e
combinado destas duas diferentes fontes de nitrogénio inorganico: N-NO; e N-NH,".
Para tal é postulado que o aménio é a forma de nitrogénio que propicia o

desenvolvimento mais adequado de plantas de A. angustifolia.
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MATERIAIS E METODOS
Sistema de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio, sem controle de umidade e
temperatura, no Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande Sul, Porto Alegre, Brasil. Didsporos (pinhdes), adquiridos
comercialmente na cidade de Sio Francisco de Paula (RS, Brasil), foram desinfestados
com hipoclorito de sédio (NaClO) 2,5 % por 30 min e lavados com dgua destilada. O
terco superior da semente teve seu tegumento removido para acelerar o processo de
germinacio (Aquila e Ferreira, 1984). Este se procedeu em bandeja contendo vermiculita
autoclavada (120 °C por 1 h). Apés 10 dias, as sementes germinadas (comprimento de
radicula: 6 cm + 0,58 cm; média + DP) foram transplantadas para potes plasticos de PVC
(polyvinyl chloride) de 45 cm de altura e 10 cm de didmetro (aproximadamente 3,5 L)
com drenos. Como substrato de cultivo, foi utilizada areia comercial (constituida de areia
fina 36 %, areia média 64%, outros < 1%; anilise realizada pelo Laboratério de Anilises
de Solos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul) lavada em dgua destilada e em
solugdo 4cida (solugio de HCI, pH 2,8) e em dgua destilada novamente. Cada pote
continha 3,8 kg desta areia. Culturas em areia e em solos tém sido utilizadas com sucesso
para o tipo de estudo em questdo (Driessche, 1971; Motosugi er al., 1995; Pereira et al,
1996; Norton & Firestone, 1996). Um solo arenoso, apesar de sua baixa fertilidade, pode
produzir melhores condi¢bes de crescimento para a planta em vasos do que um solo
contendo argila, que possui didmetros de poros menores e menor aeragio na capacidade
do vaso (Paul & Lee 1976 apud Hershey 1990). Além disso, no uso de cultivos em areia, a
adsor¢io de NH," em coléides do solo pode ser evitada (Arnold & van Diest 1991). Da
mesma forma, contaminagio por agentes nitrificantes pode ocorrer, em maior ou menor

grau, em qualquer sistema de cultivo (Padgett & Leonard, 1993).

Foram estabelecidos trés tratamentos com quinze repeti¢des cada: solugio
contendo ambas as formas de nitrogénio, N-NO; e N-NH,' (tratamento nitrato +

amonio); solugio contendo somente N-NO;  (tratamento nitrato); e solu¢io contendo
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somente N-NH," (tratamento amo6nio). Uma unidade experimental do tratamento nitrato
foi perdida, do que resultou na condu¢io do experimento com numero desigual de
replicagdes. Foram utilizadas trés diferentes solugdes nutritivas, modificadas a partir da
solucdo de Hoagland & Arnon (Epstein, 1975; Taiz & Zeiger, 2004) para atender aos
objetivos do trabalho (tabela 2.1). A soluc¢do nutritiva de Hoagland mostrou-se eficiente
para o crescimento de A. angustifolia nos trabalhos de Simdes et al (1979) e Simdes
(1973), apesar de no primeiro nio ter sido administrado o fon amoénio. No presente
estudo, em fun¢io da alteracio das fontes de nitrogénio, houve um desbalanco de
potissio e cloro entre os trés tratamentos. Variagdes destes elementos sio tidas como
bastante toleraveis (Humberto Bohnen, comunicagio pessoal). O cloro, apesar de estar na
lista dos micronutrientes, é encontrado em altas concentracdes nos tecidos vegetais, o que
demonstra que ele nio é toxico nestas concentragdes (Malavolta, 1997). O potissio deve

ser mantido em concentracOes altas para evitar quaisquer efeitos por competi¢io com

NH," (Britto & Kronzucker, 2002).

No periodo entre o transplante e a primeira aplicagio das solu¢des foram
realizadas regas semanais com 400 mL de dgua destilada por vaso. As solu¢des nutritivas
foram administradas semanalmente, sendo a primeira aplicagio realizada 54 dias apés o
transplante. Todas as aplicagdes foram realizadas na superficie do substrato e permitidas a
escorrer pelos drenos dos potes. Foram aplicados 750 mL (capacidade de vaso estimada)
de solugdo nutritiva a cada 15 dias, sendo o pH das solucdes ajustado para 5,1. Antes de
cada uma destas aplicacdes, o substrato de cultivo nos vasos foi lavado adicionando-se a
sua superficie 400 mL de dgua destilada. Isto objetivou minimizar a acumulacio de sais
bem como possiveis efeitos de nitrificagio nos tratamentos que receberam aménio. As
demais aplica¢des foram de 100 mL de solug¢do no inverno e de 250 mL no verdo, sendo
suficientes para completar o volume residual nos potes a capacidade de vaso estimada. O
periodo de cultivo foi de 290 dias a partir da data de transplante. O delineamento

experimental foi o de blocos casualizados (cinco).
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Medidas de crescimento

A partir da primeira aplicagdo das soluc¢des nutritivas, foram realizadas medidas
semanais das alturas das plantas e do comprimento total da parte aérea (altura somada as
ramifica¢des laterais). Ao final do experimento, foram avaliados o acimulo de biomassa
(total, parte aérea e raiz principal e lateral), didmetros caulinares apicais e basais e
comprimento da raiz principal. Foram quantificados os nimeros de raizes de primeira e
segunda ordens por unidade de comprimento de raiz principal, o nimero de raizes de
segunda ordem pelo comprimento das de primeira ordem e, ainda, o comprimento das
raizes de primeira ordem pelo comprimento da raiz principal. As estruturas de raizes e
partes aéreas foram secas em estufa a 50 °C. Foram medidas as dreas foliares de 20 folhas

maduras de cada tratamento para determinac¢io da massa foliar por drea (MFA), usando

um medidor de drea foliar portitil (LI-3000, LI-COR, Inc., Lincoln, Nebraska).
Contetido de clorofilas

O contetudo de clorofilas (a2, b e total) foi determinado ao final do experimento,
somente em folhas presentes nos dpices caulinares. Foi utilizada uma amostra de 20
folhas para o tratamento nitrato e de nove folhas para os demais tratamentos. A diferenca
se deve ao fato de que as folhas das plantas do tratamento nitrato eram menores e
estavam visualmente mais cloréticas que as dos demais tratamentos. As folhas foram
submetidas a extragio em etanol 100% (Knudson et al, 1977) e as leituras de
absorbincias dos extratos feitas em espectrofotometro (Cintra 5 GBC UV-VIS, Victoria,
Austrilia) a 649 e 665 nm. A concentragio foi obtida através das equagdes fornecidas em

Wintermans & DeMots (1965) e o contetido expresso por massa foliar.
Atividade nitrato redutase

A atividade nitrato redutase 7n vivo foi quantificada ao final do experimento (dois
dias apds a dltima aplicagio de solugdo nutritiva) seguindo o método descrito em Klumpp
et al. (1989) pela quantidade de nitrito produzido pela redugio de nitrato. De cada planta
foi retirada uma amostra de 0,4 g de extremidades de raizes e outra amostra de 0,4 g de

folhas maduras. O material foi picado (até 1 mm de comprimento) e colocado em tubos
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de ensaio com 5 mL de solugio tampio fosfato de Sorensen (pH 7,5, KNO; 0,1 M,
Isopropanol 1%). Em seguida os tubos foram colocados em uma cimara de vicuo (VT
5042 EK, Heraeus, Co., Hanau, Hessen, Germany) por 2 horas a temperatura de 27 °C.
Ap6s este periodo foi retirada uma aliquota de 1 mL da solu¢io sendo o restante colocado
novamente na cimara de vicuo para mais 1 hora de incubagio, ap6s a qual outra aliquota
de 1 mL foi retirada. A cada aliquota foram adicionados 1 mL de sulfonilamida (1% em
HCI IN) e 1 mL de N-(1-naphtyl)etilenodiamina dihidroclorida 0,01%. As absorbancias

foram lidas ap6s 30 minutos em espectrofotometro (SQ300, Merck) a 540 nm.
Medidas de carbono e nitrogénio

Os teores de carbono e nitrogénio foliares foram quantificados em folhas maduras
(5), presentes na parte mediana de ramos do segundo verticilo (de cima para baixo), e em
folhas presentes nos dpices caulinares de ramos jovens (50 g). Também quantificaram-se
carbono e nitrogénio nas raizes laterais utilizando-se todo o volume de raizes laterais
presentes. As amostras foram secas em estufa, moidas e homogeneizadas. As anilises
foram realizadas pelo Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul em um analisador CHN Perkin-Elmer 2400.
Anilise estatistica

A anilise estatistica dos dados baseou-se em andlise de varidncia via testes de
aleatorizagio (Pillar & Orléci, 1996; Pillar, 1999), utilizando o programa estatistico
MultivMinor v.2.3.17 (Pillar, 2004). Para todos os dados, foi utilizada a distincia

euclidiana como medida de dissimilaridade.
RESULTADOS

As plantas submetidas aos tratamentos que receberam aménio apresentaram maior
crescimento, tanto em termos de comprimento da parte aérea (Figura 2.1) quanto em
acimulo de biomassa total e de parte aérea (Figura 2.2). As plantas que receberam nitrato
tiveram maior acimulo de massa radicular total, ao passo que ndo houve diferenga entre

biomassa de raizes laterais entre os trés tratamentos (Figura 2.2). As plantas do
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tratamento nitrato apresentaram uma maior razdo raiz:parte aérea € uma maior
ramificacio do sistema radicular (Tabela 2.2). O maior investimento em raiz principal das
plantas do tratamento nitrato forcou a menor razio raiz lateral:raiz principal neste
tratamento (Tabela 2.2). Este tratamento também apresentou um significativo
engrossamento do dpice caulinar, assim como uma maior MFA tanto em folhas maduras
quanto em jovens (Tabela 2.2). Embora este efeito tenha ocorrido para folhas jovens e
maduras, foi mais pronunciado nas jovens, a ponto destas atingirem maior MFA que as
folhas maduras (£ = 0,001) no tratamento nitrato (Tabela 2.2). Também, as plantas do
tratamento nitrato, apresentaram sinais de clorose nas folhas apicais dos ramos (Tabela
2.3). Elas também acumularam menos C e N nas folhas jovens que as plantas dos demais
tratamentos, mas a diferenca na concentragio de N foi maior, resultando em maior razio
C:N das plantas sob cultivo em nitrato. O acimulo de C e N, assim como a razio C:N
nas folhas maduras nio diferiram entre os tratamentos. O acimulo de C nas raizes
laterais (Tabela 2.3) nio diferiu entre os tratamentos. Porém plantas nutridas somente
com amonio apresentaram maiores conteidos de N e uma menor razio C:N em folhas
jovens e raizes laterais em relagdo as que receberam somente nitrato. Ao contririo das
plantas que receberam nitrato (isolado ou combinadamente), as que receberam amonio
tiveram concentragdes de C e N e razio C:N semelhantes para as diferentes fracoes
medidas (folhas e raizes). Em todos os tratamentos, a ANR foi maior nas raizes do que
nas folhas. A ANR radicular foi muito maior nas plantas que receberam apenas nitrato.
Nas folhas, as plantas dos tratamentos que receberam amonio apresentaram os maiores
niveis de atividade da enzima. Os tratamentos aplicados influenciaram o aspecto geral das
plantas de A. angustifolia. Plantas do tratamento nitrato apresentaram um acentuado
escleromorfismo, com ramos mais eretos e folhas mais rigidas que as plantas dos demais
tratamentos (Figura 2.3). As raizes, por sua vez, também apresentaram aspectos bem
distintos (Figura 2.4). Uma resposta totalmente inesperada foi a presenca de “tumores”
nas raizes das plantas (Figuras 2.5 e 2.6). Estes “tumores”, que parecem resultar de
expansbes do cortex, mostraram-se presentes em maior quantidade no tratamento

aménio e tiveram localizacio restrita aos pontos de inserc¢io das raizes laterais.
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DISCUSSAO

Os resultados indicam que a espécie compartilha, com muitas outras coniferas de
clima temperado, a preferéncia por aménio. A nutri¢do de A. angustifolia somente com
nitrato como fonte de N levou ao surgimento de sintomas de deficiéncia nutricional.
Estes sintomas incluem reducio geral no crescimento (tanto em comprimento quanto em
massa), maior razdo raiz:parte aérea, maior ramificacio do sistema radicular, clorose,
maior razio C:N ( em folhas jovens) e maior MFA (efeito muito mais pronunciado nas
folhas jovens). As folhas jovens sofreram mais que as folhas maduras com a deficiéncia de
N imposta pela nutricio com NOj. Aparentemente, isto indica que a planta deve ter
alguma limitacdo na translocagio de nitrogénio de folhas maduras para as folhas jovens.
Muitos desses aspectos sustentam a aparéncia visual escleromorfica encontrada nas

plantas do tratamento nitrato.

As causas da “tumoriza¢io” encontrada sio desconhecidas. Entretanto, sua maior
freqliéncia no tratamento amonio e sua limitacio aos pontos de insercio das raizes
laterais na principal, sugerem que esteja relacionada com aspectos decorrentes da
auséncia de nitrato. E possivel que esses “tumores” estejam relacionados com a
sustentacio das raizes laterais, prejudicadas pela falta de estruturas de sustentacio
lignificadas no tratamento aménio. As causas desse fendmeno devem ser avaliadas em

maior detalhe.

As folhas jovens sofreram mais que as folhas maduras com a deficiéncia de N
imposta pela nutri¢io com NO;". Aparentemente, isto pode significar que a planta deve
ter alguma limitagdo na translocagdo de nitrogénio de folhas maduras para as folhas
jovens. Além disso, pode ser resultado de uma alcalinizagdio do apoplasto devido a
possibilidade de o nitrato ser co-transportado para o citoplasma foliar com um préton
(Kosegarten er al., 1999). Isto, segundo os autores, levaria a uma depressio na redugio de
Fe* com a conseqiiente clorose foliar. As folhas jovens estariam mais sujeitas a esta
situagdo por serem sitios importantes na redugio de N. Plantas submetidas a nutri¢io
com amoénio nio estariam sujeitas a0 mesmo efeito, pois os aminodcidos produzidos sob

nutricdio com amoénio sio neutros, ji estando protonados sob as condi¢des de pH
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apoplasticas (Wilkinson & Davies, 2002). O quanto a clorose observada em plantas A.
angustifolia pode se dever a problemas na translocagio de N para as folhas jovens ou
alteracoes no pH apoplistico das folhas necessita de estudos mais aprofundados uma vez
que, sob condi¢des de campo, a sol pleno, é comum encontrar plantas da espécie com as

folhas do apicais visivelmente mais palidas que as demais.

As doses de nitrogénio aplicadas neste estudo podem ser consideradas altas. O
crescimento semelhante das plantas dos dois tratamentos que receberam amonio indica
que havia NH,' suficiente no tratamento misto para que as plantas se desenvolvessem
adequadamente. Entretanto, o nitrato também ¢é requerido, pois pode estar influenciando
o padrio de alocacio de C e N entre as diferentes partes da planta avaliadas. Plantas que
receberam somente amoénio acumularam C e N igualmente entre as partes (folhas jovens,
maduras e raizes laterais) das plantas avaliadas. J4 as que receberam nitrato tenderam a
alocar menos C e N para as raizes, comparada as folhas. O nitrato, além de nutriente, é
um importante sinalizador, ndo s6 para a prépria assimilagio, mas também para muitos
outros processos celulares como a regulacio conjunta de processos associados com o
metabolismo do carbono (Crawford, 1995). Os resultados obtidos no tratamento misto
indicam que o nitrato tem um papel regulador no crescimento de plantas de A.
angustifolia. A auséncia de diferenca de massa de raiz lateral entre os tratamentos e a
maior ramifica¢io dos tratamentos que receberam NO,” demonstram que a arquitetura da
raiz foi muito mais afetada do que a massa fresca total acumulada nesse 6rgio. Isto é
importante, pois a arquitetura radicular desempenha um papel fundamental no acesso da

planta a recursos do solo (Fitter, 1994).

Bijlsma ez al. (2000), baseados em diversos aspectos metabdlicos de 276 “espécies”
de diversos grupos de plantas, identificaram cinco categorias de respostas destas a
diferentes fontes de nitrogénio inorganico. A categoria com maior numero de espécies foi
aquela correspondente a plantas que respondem positivamente a nitrato, sendo, porém
indiferentes ao aménio. Nenhuma espécie avaliada respondeu negativamente a nitrato,
com base nos pardmetros metabdlicos utilizados no modelo. Aqui, ficou evidente que a A.

angustifolia, quando sujeita a um longo periodo (pelo menos em torno de 180 dias) de
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nutri¢io a base de nitrato como tnica fonte de N inorgéanico, pode apresentar sintomas
de deficiéncia nutricional, deficiéncia esta atestada, principalmente, pelo menor
crescimento das plantas. Além disso, nio foram constatadas diferencas para os diferentes
pardmetros de crescimento (comprimento total de parte aérea e biomassa total e de parte
aérea), entre plantas nutridas somente com amoénio e plantas nutridas com ambas as
formas de nitrogénio. Seria esperado que as plantas do tratamento misto apresentassem
maior crescimento, uma vez que, de forma geral, o fornecimento combinado de ambas as
formas fornecem as melhores taxas de crescimento (Marschner, 1995). Isto reforca a
observacio de que o nitrato pode desempenhar um papel mais fortemente regulador do
que promotor de crescimento em A. angustifolia. Entretanto, a nutri¢io com aménio
pode ter induzido alguma toxidez pelo fon. O tratamento aménio apresentou
engrossamento das raizes laterais, evidenciado pela auséncia de diferenga de biomassa de
raizes laterais entre os tratamentos, a despeito da maior ramificagio das raizes laterais do
tratamento nitrato. O engrossamento de raizes laterais é um sintoma de toxidez por

amonio (Britto & Kronzucker, 2002).

O padrio de particio da ANR entre raizes e parte aérea também seguiu o que seria
esperado para espécies de clima temperado (Andrews, 1986); entretanto, a relativamente
alta atividade foliar nos tratamentos que receberam amonio exige algumas consideragdes.
A presenca de atividade nitrato redutase no tratamento amonio demonstra que pode ter
havido contaminag¢io do meio cultivo por agentes nitrificantes. Cultivos em areia,
utilizando solucdes a base de amonio, podem apresentar quantidades substanciais de
atividade nitrificadora (Padgett & Leonard, 1993) e mesmo niveis baixos de NO;” podem
induzir alguma ANR (Tischner, 2000). Apesar da possibilidade de ocorréncia de
nitrificagdio nio poder ser excluida neste experimento, e ela nio foi quantificada, as
grandes quantidades de aménio aplicadas (2 e 4 mM L) devem ter superado em muitas
vezes aquelas de nitrato formadas pela atividade nitrificadora. Além disso, procurou-se
evitar o acimulo de nitrato nos potes pela lavagem quinzenal do meio de cultivo. Mesmo
com uma possivel contaminagio dos meios que receberam aménio (principalmente,

devido a possibilidade de presenga de agentes nitrificantes no substrato utilizado), seria
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esperado que o tratamento nitrato apresentasse os maiores niveis de atividade dessa
enzima, uma vez que as plantas desse tratamento estiveram expostas a maiores
concentracdes de nitrato (4 mM L) utilizada na solucio nutritiva. Isto de fato ocorreu
com as raizes de A. angustfolia, sendo que para as folhas um padrio inverso foi
observado. Ensaios in vivo com adi¢io de nitrato (como as realizadas neste estudo)
utilizam apenas NAD(P)H end6geno como fonte de energia para a atividade enzimdtica
(Andrews 1986; Li & Gresshoff, 1990). Provavelmente, a menor atividade nitrato
redutase nas folhas das plantas do tratamento nitrato seja explicada pela falta de energia
resultante da deficiéncia nutricional imposta pela forma de nitrogénio oferecida. Sendo o
aménio a forma predominante de nitrogénio utilizada pela planta, a falta deste pode ter
resultado em uma caréncia de proteinas e de clorofilas, gerando menor atividade
fotossintética e respiratéria e caréncia de compostos redutores como o NAD(P)H.
Inversamente, as plantas sauddveis (submetidas a nutri¢io com amoénio), dispondo de
compostos redutores, apresentaram maiores valores de ANR nas folhas em relagio ao
tratamento nitrato. Os niveis similares de ANR nas folhas nos tratamentos aménio e
nitrato + amonio podem indicar niveis constitutivos de atividade da enzima. Entretanto, o
método de ensaio utilizado (in vivo + nitrato), somado a possibilidade de contaminagio
dos meios de cultivo, ndo propicia diferenciar, de forma clara, a atividade induzida pela

presenca de nitrato na planta daquela que provavelmente ocorre em niveis basais.

As plantas do tratamento nitrato priorizaram a redu¢io do nitrato nas raizes de
forma mais acentuada que a dos demais tratamentos. Isto pode se dever a maior
disponibilidade de substrato neste tratamento e, como jd mencionado, a falta de redutores
nas folhas. Indug¢des da atividade nitrato redutase podem ser obtidas com concentracoes
externas de nitrato em torno de 5 mM (Oaks & Stevens, 1972; Stewart er al., 1992). A
particio da ANR entre raizes e folhas é condizente com aquilo que seria esperado de
coniferas de ambientes temperados (Andrews 1986), apesar da espécie ocorrer,
tipicamente, em ambientes tropicais e subtropicais. Na dnica avaliagio anterior a este
trabalho da ANR da espécie (Duarte & Dillenburg, 2000), os niveis medidos foram

extremamente baixos nas folhas, sendo estes detectiveis somente nas raizes, sob as
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condicoes de cultivo utilizadas. No mesmo trabalho, o material fresco, folhas e raizes, nio
foram picados para a mensuragio da ANR, o que pdde ter subestimado a ANR uma vez
que as folhas da espécie possuem uma cuticula bastante espessa. De toda forma,
gimnospermas apresentam, geralmente, niveis de ANR por unidade de peso muito baixos
nas folhas sob condicdes naturais. A medida que nitrato ¢ adicionado em quantidades
mais elevadas (préximos de 5 mM L"), a ANR aumenta nas folhas, aumentando também
a importincia da participagio da parte aérea neste processo (Andrews 1986; Stewart et al,
1992). Assim, as raizes de A. angustifolia devem ser os principais sitios de reduc¢io do
nitrato sob condi¢des naturais, onde ocorrem concentra¢des muito baixas do fon (3-8 mg
kg ' em uma mata nativa; ver capitulo 3). Aqui é apresentada a primeira evidéncia,
embora sob condi¢des experimentais e com concentracdes bastante altas de nitrogénio,
de ANR em folhas de A. angustifolia. Tornam-se necessarios estudos mais aprofundados
que permitam compreender a variacio da atividade nitrato redutase na espécie, seus
niveis constitutivos e sob quais condi¢des haveria alteragbes na particio raiz - parte aérea
da ANR. A redugio de uma maior propor¢io de nitrato nas raizes seria uma vantagem em
baixas temperaturas (Andrews 1986), assim a presenca da espécie estaria limitada em
climas mais quentes e alteracdes climiticas que levassem ao aumento da temperatura
favoreceriam plantas tipicamente tropicais, que tendem a assimilar mais nitrogénio na
parte aérea (Stewart et a/., 1992). Da mesma forma, deve-se dar atencio para as condi¢des
de luz no ambiente das plantas. O sombreamento severo (10% da luz total do sol) pode
reduzir significativamente a ANR radicular da espécie (Duarte & Dillenburg, 2000).
Estudos sobre a anatomia foliar da planta tém demonstrado que a presenga de canais
ligando a epiderme e a hipoderme ao meio exterior podem estar associados a captagio
foliar de nutrientes (Carlos F. N. Wildholzer, comunica¢io pessoal). Isto, associado a
presenca de atividade NR constitutiva nas folhas, pode indicar que a espécie pode captar
e assimilar NO; pelas folhas. Este é um aspecto importante a ser considerado
futuramente devido a alta pluviosidade da regido de ocorréncia da espécie (em torno de
2000 mm anuais, Mota er al., 1970). Franco er al. (2005) encontraram niveis baixos de

NO;" em folhas de A. angusafolia, tanto em individuos adultos quanto jovens em
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condi¢coes de campo. Entretanto, sob quais condi¢cdes esse sistema, aparentemente

constitutivo, pode, de fato, reduzir NOjy", ainda precisa ser avaliado em detalhe.

Em reflorestamentos com a espécie deve ser dada a devida aten¢io a necessidade
de se manter o am6nio como forma predominante de N, ou que se assegure niveis
suficientes dessa forma de N para o desenvolvimento adequado da planta. Apesar de ter
sido realizada uma quantidade razodvel de estudos sobre a relacio entre preferéncia das
arvores por determinadas formas de N e a forma predominante em solos de ocorréncia
dessas drvores em ambientes de clima temperado (e.g. Kronzucker er al, 1997; Min et al.,
1999; Kronzucker er al., 2003), esse é ainda um aspecto, em grande parte, em aberto para
florestas tropicais e subtropicais, e que precisa ser avaliado em maior detalhe
futuramente. No capitulo 3, é explorada a predominancia de diferentes formas de N e a

variagdo espacial dessas formas em diferentes ambientes de ocorréncia da espécie.
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Tabela 2.1. Composi¢io e concentragio (mM L) dos nutrientes utilizados nas solugdes
nutritivas.

Tratamentos
NO; NH,* NO,; + NH,*
2

Nutrientes

N- NO;
N- NH,'
P
K
Ca
Mg
S
Cl

N

S~ = = N 0 B~
o T S ey NS N N N
N | T SN A |8

Micronutrientes (mg L™'): B (H;BO;) 0,541; Cu (CuSO, - SH,0) 0,032; FeEDTA (FeSO,
- 7TH,0O + NaEDTA) 65; Mn (MnSO, - H,0) 0,11; Mo (H,Mo0,0, [85% MoQO;]) 0,048;
Zn (ZnSO, - 7TH,0) 0,131. Demais sais utilizados nas solu¢des: KNO,, CaCl,, KH,PO,,
MgSO,, KCI e NH,H,PO,.
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Figura 2.1. Comprimento total da parte aérea (caule + ramos) de plantas de A.
angustifolia submetidas a diferentes fontes de nitrogénio inorganico. Valores sio médias
* erro padrio; n = 15 para tratamentos NH," e NO, + NH,, n = 14 para tratamento
NOjy™. (*) diferencas significativas entre tratamentos a partir deste ponto ( < 0,05).
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Figura 2.2. Acimulo de biomassa em plantas de A. angustifolia submetidas a diferentes
fontes de nitrogénio inorginico ao final do experimento. Barras verticais sio médias
acompanhadas do erro padrio. Letras diferentes acima das barras indicam diferengas
significativas entre os tratamentos (£ < 0,001 para biomassa da parte aérea; P< 0,05 para
os demais parimetros).
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Tabela 2.2. Parimetros de crescimento em plantas de A. angustifolia submetidas a
diferentes fontes de nitrogénio inorganico.

Parimetro ‘Tratamentos
NOy NH,* NO; + NH,'
Raiz:Parte aérea (g g) 0,46+0,02 a 0,21+0,01 b 0,26+0,01 b
Raiz lateral:Raiz principal (g g') 1,99+0,19 b 3,64+0,51 a 2,91+0,24 ab
N1:CRP (n° cm™) 1,51+0,11 a 1,18+0,07 b 1,26+0,06 ab
N2:CI (n° cm™) 0,33+0,06 a 0,10£0,03 b 0,17£0,03 b
C1:CRP (cm cm™) 9,36+0,86 a 6,69+0,66 b 7,45+0,39 ab
Didmetro caulinar apical (mm) 6,90+0,35 a 4,49+0,15 b 5,24+0,23 b
Diametro caulinar basal (mm) 6,31+0,22 a 6,47+0,13 a 6,48+0,13 a
MFA folhas maduras (g m~) 102,60+2,68 aB  90,78+1,88 bA  92,12+1,45 bA
MFA folhas jovens (g m~) 120,90+4,48 aA  63,30+4,84 cB  82,63+2,74 bB

N1, nimero total de raizes de primeira ordem; CRP, comprimento de raiz principal; N2,
numero total de raizes de segunda ordem; C1, comprimento total de raizes de primeira
ordem; MFA, massa foliar por area. Valores sdo médias seguidas do erro padrio (1 = 14
para tratamento NOj’, 15 para NH," e NO;” + NH,*; para N1, N2, CRP e C1 n= 10 para
NOjy, 11 para NH," e NO;™ + NH,*; para MFA folhas jovens, n = 11 para NOy’, 13 para
NH," e 15 para NO; + NH,"). Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas linhas
ndo diferem significativamente P < 0,05 (£ < 0,001 para razio raiz:parte aérea). Para
MFA, médias seguidas de mesmas letras maidsculas nas colunas ndo diferem
significativamente (£< 0,003).
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Tabela 2.3. Contetado de clorofilas, carbono, nitrogénio e atividade nitrato redutase em
plantas de A. angustifolia submetidas a diferentes fontes de nitrogénio inorganico.

. Tratamentos
Parimetro
NO; NH,* NO; + NH,*

Clorofilas (mg g™)
folhas jovens

a 1,78+0,11 b 3,2940,18 a 2,34:0,26 b

b 0,76+0,11 b 1,17£0,07 a 0,910,12 ab

total 2,54+0,20 b 4.46+022 a 3,25+0,37 ab

Razio a:b 2,75+0,31 a 2,88+0,18 a 2,65+0,18 a
Carbono (%)

Folhas maduras 45,15+0,17 aA 45,92+0,34 aA 45,28+0,39 aA

Folhas jovens 43,77+0,26 bAB 45,70+0,18 aA 45,22+0,20 aA

Raizes laterais

Nitrogénio (%)
Folhas maduras
Folhas jovens
Raizes laterais

Razio C:N (%)
Folhas maduras
Folhas jovens
Raizes laterais

40,67+1,65 aB

2,4620,09 aA
1,79+0,08 bB
1,48+0,11 bB

18,48+0,78 aB
24,69+1,25 aAB
28,26+3,65 aA

42,84+1,82 aA

2,4720,23 aA
2,52:0,07 aA
2,600,21 aA

19,04+1,67 aA
18,16+0,56 bA
16,68+0,87 bA

40,71+1,35 aB

2,32:0,10 aA
2,2120,15 abA
1,52+0,09 bB

19,67+1,01 aB
20,78+1,39 bB
27,05+1,43 aA

ANR

(nmol NO, g h™)
Folhas 6,41+1,52 bB 22,29+5,61 aB 18,06+3,17 aB
Raizes 169,36+26,39 aA  91,82+13,82 bA 117,18+27,48 bA

ANR, atividade nitrato redutase. Valores sao médias seguidas do erro padrio. n = 14 para
tratamento NOjy, 15 para NH," e NO;” + NH,’; para contetido de clorofilas e ANR; n =
4, para C, N e C:N em folhas jovens e raizes laterais nos trés tratamentos; nas folhas
maduras, n = 5 para tratamentos NH," e NO, + NH,, n = 4, para tratamento NO; -
Médias seguidas de letras mindsculas iguais nas linhas nio diferem significativamente (P
< 0,05). Razdo C:N nas folhas jovens, grupos diferem para P = 0,015. ANR, grupos
diferem P = 0,08. Médias seguidas de letras maidsculas iguais nas colunas dentro de cada
varidvel ndo diferem significativamente (£ < 0,05).
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Figura 2.3. Aspecto geral do dpice caulinar de plantas de A. angustifolia submetidas a
diferentes fontes de nitrogénio inorgénico. (a) nitrato, (b) amonio e (c) nitrato + amonio.
Observa-se no tratamento nitrato o maior engrossamento do 4pice caulinar e ainda a
clorose das folhas jovens. Escala: 4 cm.

Figura 2.4. Aspecto geral de raizes de plantas de A. angustifolia submetidas a diferentes
fontes de nitrogénio inorganico. (a) nitrato, (b) amoénio e (c) nitrato + amonio. Observa-
se nas plantas do tratamento nitrato a maior ramifica¢do do sistema radicular. Escala: 20
cm.
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Figura 2.5. Grau de “tumoriza¢io” em plantas de A. angustifolia submetidas a diferentes
fontes de nitrogénio inorganico, indicado pelas classes: 1- auséncia total; 2- um ou dois;
3- trés a dez; 4-mais de dez.
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Figura 2.6. Aspecto geral dos “tumores” observados nas raizes de plantas de A.
angustifolia no tratamento amonio. (a) aspecto geral, (b) detalhe de uma regido da raiz
com tumores. Escala: 4 cm.
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3. Variacdo temporal da distribui¢do espacial de nitrogénio inorganico em

trés sitios de ocorréncia de Araucaria angustifolia, Brasil °

3 Artigo a ser submetido para_Journal of Ecology.
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Headline: Variagio espacial de N em solos com A. angustifolia

SUMARIO

1 Descrever o ambiente de manchas ao qual uma planta estd sujeita é central para
a compreensio de seu comportamento. Aqui, € descrita a estrutura da variacdo espacial de
nitrogénio inorginico em trés sitios de ocorréncia de Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze no Brasil subtropical: uma area de mata nativa (Mata), um campo nativo (Campo)

e uma plantagio de Pinus elliottii Flgem. (Pinus).

2 Foram utilizadas ferramentas geoestatisticas, semivariogramas e krigeagem, para
descri¢do da variacio espacial de NH,", NO;” e NH," + NO;", em dois periodos do ano,

verao e inverno.

3 NH,' nio foi a forma de N predominante no ambiente tido como climicico
(mata nativa) em ambos os periodos do ano. O tamanho de mancha foi maior no Campo

tanto no verdo (4,35-4,68 m ou 9,76 m se for considerada a anisotropia) quanto no
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inverno (5,89 m) em rela¢io a Mata (2,75-3,95 m no verido) e ao Pinus (2,30 m no verio),
quando considerados os modelos esféricos. No inverno, a exce¢io foi NO;” no Pinus, que
apresentou uma amplitude de 6,69 m. No verdo, NO; e NO; + NH,' no Pinus exibiram
um padrio de “pepita pura”. No inverno, na Mata, somente foi possivel o ajuste de
modelos lineares, sendo verificado um padrio de “pepita pura” para nitrato neste sitio e
aménio no Pinus. Para as demais varidveis nos sitios foi possivel somente o ajuste de
modelos lineares. O contraste das manchas foi maior no Campo (7 C+C;, 2 0,42), tanto
no verdo quanto no inverno. Este indice foi comparativamente alto também para NH,*
na Mata no verio (0,38). O Campo exibiu dependéncia em multiplas escalas e

direcionamento da variagio (anisotropia).

4 A heterogeneidade identificada poderi influenciar de forma diferenciada sobre a
vegetacdo presente nos trés sitios. No verdo, para uma planta de pinheiro brasileiro (que
tem preferéncia por NH,"), a Mata exige uma maior plasticidade para acessar recursos
que estdo distribuidos de forma mais heterogénea. O Pinus e o Campo, além de terem
mais aménio que a Mata sio mais homogéneos que ela e podem dessa forma ser um local
mais favoravel, do ponto de vista da nutricio com NH,', para o estabelecimento de
plantas. O inverno impde um cendrio bastante diferente. O aumento significativo das
quantidades totais de N inorgénico e a perda do padrio de espacializagio (2 exce¢io do

Campo) tornam os sitios, teoricamente, menos hostis ao desenvolvimento de plantas.

Palavras-chave: amoénio, anilise de semivaridncia, Araucaria angustifolia,
geoestatistica, heterogeneidade espacial, krigeagem, nitrato, pinheiro brasileiro,

semivariograma, solos subtropicais.

INTRODUCAO

Dificilmente, a compreensdo das preferéncias nutricionais de uma espécie, por si

s6, pode ser suficiente na descricio do comportamento dela. Em muitos casos, é
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necessaria uma boa descri¢io do ambiente natural ao qual as suas plantas estio sujeitas. O
crescimento de uma planta deve estar associado ao ambiente de manchas no qual a
espécie vive (Farley & Fitter, 1999). Em outras palavras, saber quais sdo as preferéncias
nutricionais de uma espécie e que tipo de ambiente suas plantas encontram € central para

o entendimento do comportamento dessa espécie.

Em se tratando de nutri¢io de plantas, o nitrogénio pode ser considerado como o
macronutriente mais estudado (Gutschick, 1981). Isto se deve a ser ele um dos mais
importantes fatores que limitam o rendimento de cultivos (Rosswall, 1982) e ter forte
influéncia sobre a produtividade, o armazenamento de carbono e a composicio de
espécies de muitos ecossistemas (Vitousek et al., 1997). Soma-se a isto, a constatagio de
que a fixagdo industrial de nitrogénio dada pelas atividades humanas tem aumentado de
forma substancial, e hoje supera a fixagio de ambientes naturais (Rosswall, 1982;
Vitousek, 1994; Vitousek er al, 1997). Isto torna central a necessidade de compreensio
das conseqiiéncias que essas alteracdes podem ter sobre as plantas e, num primeiro
momento, torna necessirio o entendimento das relacbes que as diferentes formas de
nitrogénio tém com as plantas e seu meio, o solo. As principais formas de nitrogénio
utilizadas pelas plantas s3o o nitrato e o aménio. Apesar de algumas serem capazes de
absorver formas orginicas de nitrogénio, a abrangéncia desse fenémeno ainda precisa ser
avaliada em maior detalhe (Nisholm er a/, 2000). Podem ser contabilizados em cinco os
principais fatores que controlam as formas predominantes de nitrogénio inorginico em
solos: pH, temperatura, oxigena¢io, compostos alelopaticos (baseados em fendlicos), e
relacio C:N (Rice & Pancholy, 1973; Rosswall, 1982; Salsac er al, 1987; Arnold & van
Diest, 1991; McBride, 1994; Yu er al, 1999; Hodge er al., 2000; De Boer & Kowalchuck,
2001; Laverman et al, 2002). Entretanto, as quantidades de nutrientes num dado local
sio o resultado liquido de muitos processos que competem entre si, 0 que torna

impossivel uma predi¢io acurada dessas quantidades (Stark, 1994).

Dessa forma, nutrientes no solo podem ndo estar distribuidos de forma
homogénea (e.g. Robertson er al, 1988; Gross et al,, 1995; Jackson & Caldwell, 1993a;
Jackson & Caldwell, 1993b; Farley & Fitter, 1999). As intera¢des entre as plantas podem
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variar, dependendo se as condi¢des sio homogéneas ou heterogéneas (e.g. Eissenstat &
Caldwell, 1988; Jackson & Caldwell, 1989; Miller er al, 1995). Tanto tamanho quanto
qualidade da mancha podem influenciar as respostas das plantas (Hutchings et a/, 2003).
Assim, a variagio espacial de recursos do solo em escalas pequenas (dez metros ou menos)
pode afetar a distribuigio e abundancia local de organismos e o desempenho individual
destes (Jackson & Caldwell, 1993a; Robertson & Gross, 1994). Isto tem conseqiiéncias
ecofisiologicas importantes uma vez que variagdes na concentragido externa e na forma
predominante de nitrogénio inorginico podem ter influéncia significativa sobre a
captagdo, assimilacdo, translocagio e estocagem desse nutriente no corpo da planta (e.g.
Smirnoff & Stewart, 1985; Andrews, 1986; Kronzucker er al, 1997; Min er al., 1999;
Tischner, 2000; Glass et al, 2002). Isso se reflete na possibilidade de uma maior
proliferacdo de raizes e no acimulo diferencial de massa pelas plantas em manchas mais
ricas em nutrientes (Drew, 1975; Friend er al,, 1990; Fitter, 1994; Hutchings et a/, 2003).
Assim, existindo varia¢io temporal e espacial de manchas de recursos, torna-se central o

entendimento do papel da plasticidade das plantas para ocupar diferentes habitats

(Grime, 1994).

Entretanto, inferéncias sobre o efeito da heterogeneidade sobre os organismos
pressupdem que esta tenha sido identificada, ou que sejamos capazes de tal (Robertson et
al, 1988). Muito da falta de entendimento sobre a variacio de recursos do solo é dada
pela caréncia de ferramentas apropriadas para quantificar e acuradamente descrever os
padrdes espaciais. A replicagio de amostras, sozinha, pode ser insuficiente para acessar a

variacilo em um determinado sitio; é necessirio saber a distribuicio da variabilidade

(Rossi er al., 1992; Robertson & Gross, 1994).

Aqui, foi utilizada a geoestatistica, semivariogramas e krigeagem, para descri¢io da
distribui¢do espacial de nitrogénio inorginico em duas épocas distintas do ano em trés
diferentes comunidades vegetais onde ocorre o pinheiro brasileiro, Araucaria angustifolia
(Bertol. Kuntze): uma area de campo nativo, uma mata nativa e um reflorestamento de
Pinus. Nas trés areas se observa a presenca de plantas da espécie. O foco na descrigio dos

ambientes de ocorréncia do pinheiro brasileiro deve-se a importincia ecolégica e
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econdmica que ele tem nas regides onde ocorre, principalmente no sul do Brasil (Estados
do Parani, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). A espécie tipicamente ocorre na floresta
ombrofila mista IBGE, 1986) em altas altitudes sendo um componente dominante do
dossel. Suas sementes s3o uma importante fonte de alimento para fauna, e a sua madeira,
de alto valor comercial, levou a uma exploracio intensiva da espécie, que teve suas
populacdes drasticamente reduzidas (Mattos, 1972; Reitz et al, 1988). Atualmente, a
espécie ¢ classificada como vulnerivel pela IUCN (2004). O nitrogénio é o nutriente
mais limitante ao crescimento da espécie (Simdes, 1973), e o NH," parece ser a principal
forma de nitrogénio utilizada por ela (Garbin & Dillenburg, dados nio publicados, ver
capitulo 2). O uso de A. angustifolia, seja para fins de conservagio ou reflorestamento,
exige que sejamos capazes de compreender ndo sé os requerimentos fisiolgicos da

espécie, como também que ambiente seus individuos podem encontrar no estado natural.

Ja foi realizada uma quantidade razoavel de estudos sobre a variagio espacial e
temporal de nitrogénio inorginico em ambientes de clima temperado (e.g. Robertson et
al., 1988; Gross et al., 1995; Farley & Fitter, 1999; Ste-Marie & Paré, 1999; Laverman et
al., 2000; Laverman er al, 2002). Prasolova er a/. (2000) avaliaram a variacio de algumas
propriedades quimicas de solos de plantagdes da Araucaria cunninghamii na Austrilia
subtropical. Até onde sabemos, este é o primeiro esforco no sentido de descrever a
estrutura da variagio espacial de nitrogénio inorginico em ambientes subtropicais
brasileiros. Assim, o objetivo do presente estudo é caracterizar a variagdo temporal da
distribui¢do espacial dos teores liquidos de nitrato e aménio dos solos de trés sitios (mata
nativa, campo nativo e plantagio de Pinus) onde ocorre a A. angustifolia. Para isso é
postulado que: (1) em virtude da acentuada acidez desses solos, 0 aménio é a forma de
nitrogénio predominantemente presente nos trés sitios, a despeito de ser verio ou
inverno; (2) o tamanho de mancha é menor, a granulacio é mais fina, e a magnitude da
variacdo € maior na mata e no campo nativo (sitios mais antigos) em relagio a plantacgio
de Pinus, ou seja, as manchas tém maior contraste nesses sitios; e (3) a sazonalidade tem
influéncia sobre as quantidades de cada forma de nitrogénio, porém a distribui¢io

espacial nio sofre alteragio.
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MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

A drea escolhida para o estudo foi a Floresta Nacional de Sdo Francisco de Paula
(FLONA), localizada na por¢io leste do planalto sulbrasileiro, no municipio de Sio
Francisco de Paula, Rio Grande do Sul (29°24'S e 50°22'O; cota 912m). A precipitagio
anual na regido é de 2.469 mm (Mota er al, 1970), com temperatura média anual de
14,5°C (DNMMA-INMET/8° Distrito). Segundo Kéeppen, o clima é do tipo “Cfblg”
(subtropical, imido e sem estiagem) (Mota, 1951). O solo € classificado como Cambissolo
Humico Aluminico, com altos teores de matéria orginica, favorecidos pela alta
pluviosidade e as baixas temperaturas. Sdo solos fortemente acidos (pH < 5) com teores
altos de aluminio trocdvel (saturagio por Al > 50%) (Streck er al, 2002). Foram
escolhidos trés sitios onde é observada a presenca de A. angustifolia: uma irea de campo
nativo (Campo), uma plantacio de Pinus elliotti Elgem. (Pinus), e uma drea de mata
nativa (Mata). Os sitios Mata e Campo distam em torno de 300 m entre si e ambos distam
em torno de 1 km do sitio Pinus. Os sitios sdo topograficamente semelhantes (a maior
variacio estimada ¢ de 2 m entre os pontos amostrais mais distais) e correspondem a
topos de elevagdes (coxilhas). A tabela 3.1 mostra as caracteristicas quimicas dos solos dos

trés sitios, tanto no verdo quanto no Inverno.

Os sitios possuem composicio e estrutura diferentes. A drea de Pinus corresponde
a uma plantacio, com vistas a explora¢io madeireira, de aproximadamente 10 anos,
realizada sobre o que era anteriormente uma area de campo nativo. Observa-se nesta drea
a presenca de plantulas e individuos jovens de espécies como a A. angustifolia,
Podocarpus lambertii (Podocarpaceae) e algumas Myrtaceae, todas nio ultrapassando 20
cm de altura, sendo que a altura do dossel é de aproximadamente 15 m. A Mata é um
fragmento de mata nativa, com um minimo grau de perturbacio sendo composta por A.
angustifolia, diversas Myrtaceae, llex spp, Sapindaceae entre outros, sendo o estrato
herbidceo composto por samambaias, gramineas, Piperaceae, Melastomataceae,

Mollinedia elegans (Monimiaceae), além de regenerantes das espécies arbéreas. A altura
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do dossel é de cerca de 20 m. A drea de campo caracteriza-se pela presenca diversas de
gramineas, gravatas (Apiaceae), Senecio spp, Bacharis spp, entre outros, sendo que a
altura da vegetacio varia em torno de 0,5 a 0,8 m. A espécie predominante é o capim
caninha, Andropogon lateralis. Na drea de campo também se encontram algumas
plintulas, bastante isoladas, de A. angustfolia, sendo que a drea nio estd sujeita 2

queimada nem pastejo por gado ou outro animal doméstico.
Amostragem e andlises

As coletas de verio foram realizadas de 5 a 10 de marco de 2004 ¢ as de inverno de
3 a 5 de agosto do mesmo ano. O horirio das coletas foi padronizado, iniciando-se as 8 h
e finalizando-se as 18 h. Em cada sitio foi estabelecida uma malha amostral de 12 m x 12
m, com pontos de coleta espagados 1 m entre si. A drea amostrada no inverno nio pode
ser a mesma do verdo, uma vez que a primeira coleta de solo pode ter gerado algum
impacto dentro do sitio. Assim, uma segunda malha amostral foi estabelecida para o
inverno adjacentemente (distincia de 1 a 2 m) aquela do verio. Os critérios para a escolha
da drea da segunda malha amostral foram os mesmos da primeira. Para cada ponto de
coleta foram tomadas trés subamostras com o uso de trado meia-lua com 2 cm de
didmetro, sendo o espagamento de coleta de cada subamostra de 3 cm e a profundidade
de 10 cm. Assim, o procedimento totalizou 1.014 pontos de amostragem e 3.042
subamostras de solo. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram colocadas em sacos
plasticos impermedveis e estes em caixas térmicas de poliestireno contendo gelo. A cada 2
horas de coleta, as amostras eram transportadas para o alojamento da FLONA e
colocadas em congeladores (< 18 °C). Todas as amostras foram transportadas congeladas
para o laboratério e assim mantidas até o momento das andlises. O congelamento permite
guardar amostras para anilise de nitrogénio inorganico por tempo indeterminado

(Tedesco er al., 1995).

As amostras foram analisadas quanto aos teores liquidos de NH," e NO;+NO,
seguindo o método descrito em Tedesco er al. (1995). As amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente sobre bancada, homogeneizadas ainda dentro dos sacos plisticos e,

de cada uma, retirada 5 g as quais foram submetidas a extracdo em KCl 1 M e o conteido
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de nitrogénio determinado apés destilagio por arraste a vapor usando-se MgO e liga
Devarda para alcalinizagio dos extratos e solucio indicadora de H;BO,. Usou-se H,SO,
0,0025 M para titulagio dos destilados. A precisio do método é de 0,35 mg kg no solo.
Os valores de nitrogénio inorganico total foram obtidos somando-se os valores de NH," e
NO;™ + NO,". Apo6s as anilises, as amostras foram secas em estufa (50 °C) por cinco dias
para determina¢io do contetdo gravimétrico de dgua. Os valores de nitrogénio foram

expressos com base no peso seco médio do solo de cada amostra.
Procedimento estatistico

Para a comparagio entre os sitios, foi realizada andlise de varidncia via testes de
aleatorizacio (Pillar & Orléci, 1996; Pillar 2004), usando distincia euclidiana como
medida de semelhanca, através do programa MultivMinor v.2.3.17 (Pillar, 2004). Para
esta comparacio foi utilizada como unidade experimental cada ponto de coleta (169
unidades para cada malha). Os testes de hipdteses foram utilizados somente para enfatizar
as diferencas entre as malhas amostradas, uma vez que as comparagdes foram feitas com
base em pseudo-replicacbes (Hurlbert, 1984). Foram calculadas também correlagoes
entre a umidade e as concentragdes de nitrogénio inorginico nos diferentes sitios. Para as
andlises geoestatisticas, os dados foram transformados (In [x+1]) e valores extremamente
atipicos removidos, visando obter uma distribuicdo normal (P [Kolmogorov-Smirnov] >
0,03). Além disso, a transformagdo permitiu comparar todas as varidveis entre os sitios. O
uso da geoestatistica, para interpretacdo de padrdes espaciais de varidveis ambientais,
encontra-se descrito em publicacbes anteriores (e.g. Robertson, 1987; Rossi et al. 1992;
Robertson & Gross, 1994; Ettema & Wardle, 2002). Assim, seri feita uma breve
descri¢do dos procedimentos adotados. Foi utilizado o programa Idrisi32, versio 132.2
(Clark Labs, 2001) para construgdo de semivariogramas amostrais, ajuste dos modelos
tedricos e construgio de mapas de krigeagem. O nimero de amostras (169) utilizado em
cada malha é satisfatério para a constru¢io de semivariogramas isotrépicos (sensu
Webster & Oliver, 1992). Gerados com base no estimador de momentos, os
semivariogramas amostrais foram ajustados para um modelo esférico ou linear seguindo

um método de quadrados ponderados que dd um maior peso para os pares menos
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distantes, chamado no Idrisi32 de WLS2 (Cressie, 1993; Clark Labs, 2001). Este ajuste ¢,
inicialmente, visual e posteriormente refinado pelo programa, que retorna o erro da soma
de quadrados gerado no ajuste (Clark Labs, 2001). Com isso foi possivel calcular os
pardmetros: varidncia estrutural (C), efeito pepita (), patamar (C+ (), amplitude (2) e o
indice de dependéncia espacial [(/(C+(p)]. Este indice, quando préximo a 1, indica que
uma grande propor¢io da varidncia amostral é espacialmente dependente. Uma
amplitude pequena indica que a distribui¢io da varidvel é de granulagio mais fina (Gross
et al., 1995). A variagio pepita € a varia¢io presente no menor intervalo de medida ou é
resultado de erro de medida, ou ambos (Isaaks & Srivastava, 1989). A adequacio do
modelo ajustado é dada por [6°/(C + (G)] = 1. A assintota do variograma deve eqiiivaler,
aproximadamente, a variincia total das amostras (Isaaks & Srivastava, 1989). O intervalo
utilizado foi de 1 m (que correspondeu ao menor intervalo de amostragem), sendo o
nimero minimo de pares de comparagio 312, e o miximo 1.596. Todos os
semivariogramas foram calculados para um ndmero de intervalos igual a nove, o que
eqiiivale a 53% da amplitude maxima. Semivariogramas omnidirecionais podem ser vistos
como uma média dos semivariogramas direcionais (quando a amostragem ¢é regular),
devendo ser preferidos, uma vez que sdo, geralmente, mais “bem comportados” e assim
mais ficeis de modelar (Isaaks & Srivastava, 1989). Mesmo assim, todos os sitios foram
verificados quanto a presenca de eixos de anisotropia. Nos semivariogramas direcionais, a
tolerancia angular utilizada foi de £22,5° da qual resultou um nimero minimo de pares
de comparagio de 143, e o maximo de 401. Foram testados diferentes nimeros de
intervalos e calculados variogramas com nimero de intervalos diferentes quando houve
suspeita de existéncia de estruturas aninhadas. Foram gerados mapas de distribui¢do do
nitrogénio inorganico utilizando krigeagem ordindria (Isaaks & Srivastava, 1989; Cressie,
1993), para a qual foi definida como drea de vizinhang¢a dos pontos um raio maximo de
2,25 m (miximo de 20 pontos amostrais vizinhos). Este raio foi o minimo que propiciou
bons resultados e ainda possibilitou a comparac¢io das varidveis nos sitios. Na presenca de
anisotropia, os mapas foram construidos com referéncia aos eixos de maior e menor

continuidade (Isaaks & Srivastava, 1989; Clark Labs, 2001).
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RESULTADOS
Variacio entre sitios

Todas as diferencas entre sitios foram altamente significativas no verdo, a exce¢io
de NO; entre o Campo e o Pinus (Tabela 3.2). Houve diferenga na forma predominante
de nitrogénio em cada sitio. O amoénio correspondeu a 71,13% do conteddo total de
nitrogénio inorganico presente no Campo. Ja na Mata, o nitrato correspondeu a 74,48%
desse total. A parti¢io foi mais equilibrada no Pinus, sendo o amonio responséivel por
66,85% do nitrogénio inorginico total. O maior nivel médio de NO;" foi obtido na Mata
e este sitio apresentou a maior concentracio média de nitrogénio inorginico total. O
conteudo gravimétrico de dgua foi maior no Campo. Houve uma boa correlagio entre o

conteido gravimétrico médio de dgua e o conteido médio aménio dos trés sitios (r =

0,72).

No inverno, as diferencas também foram altamente significativas, a excecio,
novamente, de NOj;™ entre o Campo e o Pinus. Os sitios que apresentaram as maiores
concentragoes, tanto de nitrogénio quanto de umidade, foram os mesmos do verido. Pinus
apresentou as menores concentra¢des tanto de amonio como de nitrogénio inorginico
total. A participacio do amoénio em relacio ao nitrogénio inorginico total se manteve
constante (71,33%) no Campo. Na Mata diminuiu a participag¢io do nitrato (61,66%) e
no Pinus baixou a participagio do amoénio (60,82%) no nitrogénio inorgénico total.
Novamente, a umidade média mostrou-se correlacionada com a concentracio média de

amonio dos sitios (r = 0,82).

Observa-se que, para todos os parimetros, houve um aumento altamente
significativo das quantidades médias do verdo para o inverno (Tabela 3.2). Entretanto
este aumento nio se deu nas mesmas proporg¢des para as diferentes varidveis nos sitios.
No Campo, tanto NO;” como NH,', aumentaram na mesma propor¢io, em torno de
64%. Na Mata, o NH," teve um incremento substancial de 175%, o qual nio foi
acompanhado pelo NO;” (48%). No Pinus, o maior aumento foi de NO; (92%). O

conteudo gravimétrico de dgua mais que dobrou no inverno; valores que no verido
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variaram entre 0,36-0,45 passaram a 0,68-0,96. Houve uma boa correlagio entre amonio
e umidade (r = 0,87) e entre nitrogénio inorgénico total e umidade (r = 0,87), quando

tomadas juntas as médias do verdo e inverno dos trés sitios.
Varia¢io dentro dos sitios

A distribuigdo dos valores de nitrogénio inorginico e contetido gravimétrico de
agua é mostrada nas Figuras 3.1 (verdo) e 3.2 (inverno), juntamente com os coeficientes
de variacio (CVs) e coeficientes de assimetria (CAs). No verdo, a maior (CV=74,05%
para NH,") e a menor (CV=35,91% para NO;’) variacio foram encontradas na Mata. Os
coeficientes assimetria de acompanharam este padrio (0,90 para NH,*, e 0,22 para NOy).
Os outros sitios apresentaram valores intermedidrios e mais constantes que estes. Ja no
inverno, a maior variagdo foi observada no Pinus, tanto para NH,' (CV=73,25%) como
para NO; (CV=80,77%). Quando se compara as duas estacdes, observa-se que,
diferentemente do Pinus, os CVs sofrem pouca alteragio no Campo. Na Mata, cai a
variacdo do NH," (CV=55,43%) no inverno. Os CAs também sio maiores no inverno, a
excecio de NH," na Mata que diminui nesta estagdo. As correlacdes entre umidade e
amonio dentro dos sitios resultaram valores baixos (r < 0,13) no verio e maiores (r = 0,42

para o Campo; r = 0,38 para a Mata) no inverno a exce¢io do Pinus (r = 0,02).

Os resultados dos modelos ajustados podem ser vistos nas Tabelas 3.3 ¢ 3.4 e na
Figura 3.3. Todos os semivariogramas amostrais puderam ser ajustados a um modelo
esférico ou linear. Considerando-se os semivariogramas omnidirecionais, a varidncia total
das amostras eqtiivaleu, aproximadamente, ao patamar (Tabela 3.3) nos trés sitios, em
ambas as estagbes do ano. Isto significa que foi alcancada uma boa adequacio dos
modelos ajustados. O erro na soma de quadrados no ajuste nos modelos foi maior para
NO; + NH," no Pinusno verio (30,15) e menor para NH," na Mata no inverno (7,91). O
indice de dependéncia espacial [(C7 C+ ()] foi maior no Campo (20,42), tanto no verio
quanto no inverno. Este indice foi comparativamente alto também para NH," na Mata no
verdo (0,38) que também exibiu o maior valor de varidncia espacialmente estruturada

(C=0,13) para esta estagdo. O inverno apresentou os maiores valores de pepita ((y), que
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variaram de 0,13 a 0,40, em relacdio ao verio, quando variaram de 0,09 a 0,22. A
amplitude sempre foi maior no Campo, tanto no verio (4,35-4,68 m ou 9,76 m se for
considerada a anisotropia) quanto no inverno (5,89 m) em relagio a Mata (2,75-3,95 m
no verio), e ao Pinus (2,30 m no verio), quando considerados os modelos esféricos. No
inverno, a exce¢io foi NO; no Pinus, que apresentou uma amplitude de 6,69 m. No
verdo, NO;” e NO;™ + NH," no Pinus exibiram um padrio de “pepita pura”. No inverno,
na Mata somente foi possivel o ajuste de modelos lineares, sendo verificado um padrio de
“pepita pura” para nitrato neste sitio e amonio no Pinus. Para as demais varidveis nos

sitios foi possivel somente o ajuste de modelos lineares.

A dependéncia espacial das varidveis avaliadas nos sitios mostrou-se, na maioria
dos casos, aproximadamente, isotropica. As exce¢des foram todas no Campo: NO; e
NO;™ + NH," no verdo, e NH," e NO;™ + NH," no inverno (Tabela 3.4 e Figura 3.3). Nos
semivariogramas direcionais, a adequacio dos modelos ajustados mostrou-se mais fraca
(0,82-1,24), devido ao menor numero de pares de comparac¢io, porém ainda aceitivel
para nossos propositos. Ajustando-se um modelo para um intervalo de 12 m para NO;
no Campo no verio, no eixo de menor continuidade (160°) ficou evidente a presenca de
aninhamento; a primeira estrutura estabilizando-se a 4,68 m e indo até ~7 m, e a segunda
estabilizando-se a partir de 9,76 m (Tabela 3.4 e Figura 3.3). Os mapas gerados por
krigeagem ordindria mostram os padrdes substancialmente diferentes observados entre os
sitios (Figura 3.4). No Campo ficam evidentes, o maior tamanho de mancha (Figura
3.4a), a anisotropia (Figuras 3.4d e 3.4e) e o aninhamento para NO; no verdo (Figura
3.4d). Nesta figura observa-se uma mancha de valores mais baixos no centro do mapa e
uma mancha com valores mais altos na por¢io sul. Na mata (Figura 3.4b), as manchas,
apesar de serem aproximadamente semelhantes em amplitude em relacio ao Pinus
(Figura 3.4c), tém um contraste maior em relagio a este tltimo. A Figura 3.4f mostra a
homogeneidade presente na Mata no inverno. A Figura 3.5 mostra a posicio de

individuos jovens de A. angustifolia na Mata no verio.
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DISCUSSAO

Muitos fatores podem estar associados as diferengas encontradas, tornando quase
impossivel, e nio foi este o objetivo deste estudo, determinar as causas das varia¢des
encontradas. Entretanto alguns aspectos devem ser observados. Solos dcidos, em geral,
tém a nitrificagdo em grande parte inibida (De Boer & Kowalchuck, 2001). A nitrificacio
autotr6fica é um processo estritamente aerébico que é freqiientemente inibido sob baixos
valores de pH (Gottsschalk, 1985; Rosswall, 1982; Salsac et al, 1987). Apesar da
acentuada acidez dos solos dos trés sitios (pH < 4,7, que tenderia a inibir a nitrificacio) e
do alto volume de precipitagio de chuvas ao longo do ano que facilitaria a lixiviagio do
NOjy e inibiria a nitrificagio pelo aumento das condi¢des redutoras (McBride, 1994), o
amonio nio foi a forma de nitrogénio predominante na Mata, mas apenas no Pinus e no
Campo. De fato, naquele sitio, o nitrato ocorre quase na mesma propor¢io em que o
amonio ocorre no Campo. Essas propor¢des sofreram poucas alteracdes de uma estagio
do ano para a outra. A Mata é uma floresta madura, com muitas espécies
sucessionalmente tardias. Este resultado contrasta com solos de climas temperados onde,
tipicamente, o amonio tende a ser forma predominante nessas etapas (Rice & Pancholy,
1972; Vitousek, 1982; Gross et al, 1995), para os quais é esperado que as espécies
sucessionalmente tardias sejam capazes de melhor utilizar essa forma de nitrogénio
(Kronzucker er al,, 1997; Min et al., 1999; Kronzucker er al., 2003). Apesar de nio ser a
primeira vez que se relatam resultados que nio dio suporte a esta tendéncia (e.g.,
Robertson & Vitousek, 1981; Smirnoff & Stewart, 1985), o presente estudo soma-se a
constatagdes anteriores (Attwill & Adams, 1993; Aidar er al, 2003), que demonstram que
a nitrificagdo nio estd inibida em solos de ambientes tropicais tidos como climicicos e
que solos dcidos podem apresentar niveis mais altos de nitrato em relagio ao aménio
(Rasmussen, 1998). E interessante notar que a area de Campo, praticamente adjacente,
demonstra um padrio totalmente inverso de predominincia de formas em relacio a
Mata, tanto no verdo quanto no inverno, sendo que a propor¢ao de amonio para nitrato
foi praticamente igual entre verio e inverno no Campo. Os campos, como formagoes, sio

mais antigos que as matas com araucaria (Mata Ombrofila Mista) (Behling er al, 2004),
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observando-se uma tendéncia geral de avancgo destas sobre os campos (Oliveira & Pillar,
2004). Assim, tem-se uma situa¢io bastante peculiar, onde as espécies presentes na mata
com araucdria encontram um ambiente completamente diferente na forma de nitrogénio
predominantemente disponivel, ao avancarem sobre o campo. Isto tem implicacdes
importantes, pois, no caso especifico da A. angustifolia, que tem preferéncia por NH,*
(Garbin & Dillenburg, dados nio publicados, ver capitulo 2), ocupar o campo pode ser
vantajoso do ponto vista da nutricio nitrogenada. Entretanto, isto implica ocupar
ambientes bastante diferentes, onde a competicio por recursos pode ser bastante
diferente também (Tilman, 1990). Este aspecto precisa ser avaliado em maior detalhe
futuramente, assim como a interagdo das preferéncias nutricionais do pinheiro brasileiro
com o sombreamento. Jd no Pinus, a situagio encontrada mostra que neste sitio se
acumula tanto NH," quanto na Mata, apesar das diferencas estatisticamente significativas
entre esses sitios. Pinus e Campo tém quantidades muito semelhantes de NOy’, tanto no
verdo quanto no inverno. As menores quantidades de nitrogénio encontradas no verio

podem se dever a maior demanda das plantas por este recurso.

Esse cendrio torna-se mais complexo quando se toma em conta a estrutura espacial
da variagio, principalmente no verio, periodo de maior crescimento da vegetagio onde,
se espera, a demanda por nitrogénio seja também maior. NH,’, na Mata, teve um
tamanho de mancha similar ao do Pinus, e ambos, aproximadamente, similares a outras
formacoes florestais (Lechowicz & Bell, 1991; Gross et al, 1995). Entretanto existe um
contraste na Mata (C=0,13) muito maior que no Pinus (C=0,035), que se torna evidente
nos mapas de krigeagem. Nesse sitio, fica clara a formagio de zonas de deple¢io de NH,",
provavelmente devido a demanda localizada por este recurso. No inverno, o aumento
significativo das quantidades liquidas de nitrogénio impde uma estrutura espacial
completamente diferente para a Mata. A estrutura de mancha, que ja era fragil para NO;
e NH,+ NO;™ (C=0,03), desaparece, e o sitio se torna mais homogéneo. O mesmo nio
acontece para o Campo. Apesar do aumento significativo das quantidades médias de

nitrogénio, o tamanho de mancha sofre pouca alteragio (2 = 4,35-5,89), com um pequeno

aumento de ~1,5 m. Jd a magnitude de variacio aumenta substancialmente, de valores de
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C = 0,09-0,13 no verdo para 0,18 no inverno. Soma-se a isto a constata¢cio de que a
propor¢io de variagio espacialmente estruturada [C/(C+()] também foi maior no
inverno (0,76). Isto demonstra que o aumento das quantidades no inverno tem pouco
efeito sobre a amplitude da variacdo, porém tem um grande efeito sobre C'e a propor¢io
da variagio espacialmente estruturada, ou seja, as manchas tiveram um incremento no seu
contraste sem praticamente mudarem de tamanho. Além disso, € necessirio ressaltar que
este aumento se d4 com a manutenc¢io de uma forte anisotropia no inverno. Em outras
palavras, a estrutura da variagdo no Campo estd direcionada. Isto vale para o nitrogénio
inorgéinico total nas duas estagdes, para 0 aménio no inverno e para o nitrato no verio.
Esta varidvel, nesta esta¢io, apresentou um aninhamento na estruturagio dentro da escala
medida. Isto sugere que existam diferentes fatores agindo em diferentes escalas: a
primeira escala indo até 4,68 m, e a segunda até 9,76 m. E necessario salientar que se
ajustarmos o semivariograma a até 9 m somente, o modelo torna-se linear. Isto fica um
pouco mais claro observando-se a superficie de krigeagem referente a esta varidvel, onde
se percebem duas manchas distintas, uma ao centro, dada por valores baixos, e outra ao
sul, com valores mais altos. A relativamente baixa variagio temporal no tamanho de
mancha no Campo demonstra que este tamanho pode ter uma maior longevidade em
relacio ao da Mata. O tamanho de mancha encontrado no Campo, tanto no verdo quanto
no inverno, foi maior que aquele na Mata e no Pinus. Isto, associado ao contraste
semelhante ao da Mata, e as quantidades sempre maiores de NH," nesse sitio, podem
significar que o Campo, assim como o Pinus, podem oferecer um ambiente propicio para

o desenvolvimento do pinheiro brasileiro.

Ja a plantacio de Pinus mostra um padrio de espacializacio de manchas esperado
para formagdes florestais temperadas (e.g. Gross er al, 1995). E notivel a maior
homogeneidade desse sitio em relacio aos demais. Pinus e Campo possuem as mesmas
quantidades de NOj", tanto no verdo quanto no inverno, porém com estruturas espaciais
bastante diferentes no verdo. No verdo, comparado a Mata, hd mais NH," no Pinus. Além

) ’ 4
disso, a diferenca na variacio espacialmente estruturada e os mapas de krigeagem

mostram que ele estd distribuido de forma mais homogénea no Pinus do que na Mata.
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Assim, o Pinus possui mais NH,*, distribuido de forma mais homogénea que a Mata. Os
niveis relativamente baixos de nitrato encontrados no Pinus podem ser resultado de
escassez de outros nutrientes, como K ou Mg, para os organismos nitrificadores, assim
como uma possivel a¢io de compostos alelopaticos sobre estes (Laverman er al, 2002).
Pode ocorrer a deplecio de nutrientes em solos florestais ocupados por plantacoes de
Pinus (Richter et al, 1994). O nitrato é mais mével que o amoénio e, portanto, mais
sujeito a lixiviagio que este dltimo (Rosswall, 1982). A lixiviagdo de nitrato é um evento
chave; ecossistemas que sofreram distdrbios podem ter perdas substanciais de nitrogénio
por essa via (Vitousek er al,, 1979). Além disso, todo desflorestamento (neste caso como
resultado de ciclos de desbaste e replantio) pode induzir alguma perda de nitrogénio por
lixiviagdo, até ocorrer a revegetacio da drea danificada por plantas herbiceas ou arvores
(Rasmussen, 1998). Entretanto, as conseqiiéncias dessa transformac¢io do campo nativo

em planta¢des de Pinus precisam ser avaliadas em maior detalhe.

A avaliacio da heterogeneidade de um recurso em um dado local deve ser feita
comparativamente a outras dreas e em relacgio ao organismo sob consideragio.
Especificamente, deve-se ter em conta caracteristicas do sistema radicular da planta sob
consideragio, em relacio as caracteristicas da mancha do recurso (Fitter, 1994; Hutchings
et al., 2003). Embora nio se tenha avalia¢io das caracteristicas radiculares de plantulas de
A. angustifolia a campo, os resultados obtidos nos permitem tracar algumas sugestoes.
Primeiro, a partir da amplitude e do contraste das manchas de NH," observados na Mata,
é esperado que, no verdo, seja exigido das plantas maior plasticidade para acessar este
recurso, pois, neste periodo, ele estd distribuido de forma mais heterogénea que no
inverno. E esperado, portanto, que as plantas devam ser capazes de ter algum
crescimento preferencial em direcio ao recurso; os sistemas radiculares maximizam a
alocagio de recursos por alocacio preferencial de raizes em manchas mais ricas (Fitter,
1994). Da mesma forma, espera-se que as plantas sejam capazes de produzir raizes de
pequeno didmetro e de vida mais curta (Fitter, 1994), uma vez que ficou demonstrado
que este recurso pode variar temporalmente também. A anilise preliminar da localizagio

espacial dos individuos jovens de pinheiro brasileiro dentro da Mata no verdo, mostrou
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estes podem estar sujeitos a qualquer localizacio em relagdo as manchas de NH,". Isto
pode ter conseqiiéncias importantes, pois se deve considerar nio s6 a dimensio do
sistema radicular em relagio ao tamanho e contraste da mancha, como também a posic¢io

do individuo, se no centro ou nos limites da mancha (Hutchings ez a/, 2003).

Gross et al. (1995), comparando campos e florestas em diferentes estidios
sucessionais no sudoeste de Michigan (EUA), encontraram tamanhos de mancha maiores
em uma area de campo e menores em uma de floresta. Esta tendéncia se repetiu em nosso
estudo. Entretanto, eles concluiram que a drea de floresta é mais homogénea em relagio
ao campo. A floresta estudada por eles tende a ser estruturalmente semelhante 2
plantagio de Pinus aqui avaliada. A Mata, apesar de ter, praticamente, o mesmo tamanho
de mancha que o Pinus, tem, como colocado anteriormente, um contraste bem maior.
Assim, concluimos que a Mata é mais heterogénea que o Pinus. Neste sitio, as maiores
quantidades de NH," e a maior homogeneidade deste recurso no verio em relagio a
Mata, podem significar um ambiente mais favorivel ao crescimento de espécies que
preferem NH,* e que exibam pouca plasticidade em resposta a manchas bem definidas,

com alto contraste. Entretanto, essas conjecturas precisam de confirmagio experimental.

A baixa propor¢io de varidncia estrutural em relacio a total encontrada neste
estudo forca que se tenha cautela sobre o grau autocorrelagio encontrado. Como um
todo, a variagio pepita encontrada mostra que ~60-85 % da varia¢io encontrada pode
estar presente em menos de 1 m. Considerando-se o direcionamento da variagio no
Campo, esta propor¢io cai um pouco (~25-60 %). Entretanto, deve-se considerar o
significado dessa variacio para o sistema radicular de plintulas, uma vez que manchas
muito pequenas em relacio ao sistema radicular podem ou nio ser relevantes, o que

depende do contraste dessas manchas (Hutchings et a/, 2003).

Semivariogramas oferecem uma descricio da variabilidade espacial, i.e., de
granulacio. A medida dada pela amplitude nio diz se esta é dada por maiores quantidades
de nutrientes. Em outras palavras, o tamanho médio de mancha, dado pela amplitude,
pode ser um tamanho médio de regides de deplecio de nutrientes, de maiores

quantidades de nutrientes, ou de ambos. A Mata, no verio, apresentou zonas de deplecio
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de nutrientes com uma estrutura claramente definida. E possivel que, durante a estacio
de crescimento (verdo), a demanda por nitrogénio aumente, diminuindo as quantidades
totais no solo e tendendo a aumentar a variabilidade devido a forma¢io de zonas de
deplecio. Isto foi verificado na Mata com o NH,*, mas ndo foram encontradas diferengas
substanciais na variabilidade no Campo entre verio e inverno, o que pode indicar um
maior controle da vegetagio sobre a estrutura da variagio das formas de N. Deve-se dar
atencio também a possibilidade de variagbes microtopogrificas estarem atuando (via
umidade) na estruturagdo da formagio das formas inorginicas de N (Zedler & Zedler,
1969). O aumento nas quantidades totais de nitrogénio do verdo para o inverno teve
diferentes efeitos sobre a variabilidade interna dos sitios. No Campo os CVs sio
praticamente iguais entre verdo e inverno. Na Mata, o NH," se mostrou mais variavel no
verdo, apesar de NOj;™ ter aumentado sua variagdo no inverno e NO;™ + NH," permanecer
praticamente inalterado. Jd no Pinus, o aumento nas quantidades totais no inverno foi

acompanhado por aumento substancial da varia¢io interna (~30% maior).

A arauciria é altamente dependente de associa¢des endomicorrizicas (Zandavalli et
al, 2000). A micorrizagdio das plantas pode aumentar substancialmente a drea de
forrageamento de recursos, incrementando a drea de ac¢io das raizes (Sieverding, 1991).
Assim, as micorrizas podem ser mais importantes para plantulas de araucaria na Mata do
que no Campo, pois a maior heterogeneidade daquele sitio, associada a maior variagio
temporal dos recursos, impde a necessidade de a planta responder rapidamente as

manchas.

A estrutura da variagio encontrada neste estudo pode nio corresponder a
estrutura presente na maior parte do ano, ou mesmo nas estagdes do ano nos sitios.
Outros fatores, presentes em escalas de tempo menores podem influenciar e podem ter
influenciado os padroes detectados. Deve-se destacar que a variagio sazonal medida pode
estar fortemente relacionada com periodos de maior ou menor precipitacio de chuvas.
Sabe-se que parimetros quimicos do solo podem variar em funcio de chuvas (eg
Frankland er al, 1963). Assim, eventos presentes em escalas temporais menores que as

medidas podem modificar o padrio detectado. Da mesma forma, eventos presentes em
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localizagbes espaciais diferentes, também podem levar a conclusdes diferentes das aqui
encontradas. A drea de campo utilizada neste estudo corresponde a um pequeno
fragmento dentro de uma drea de preservagdo; nio corresponde a realidade da vasta
maioria dos campos presentes na regiio, chamada de Campos de Cima da Serra. Esses
campos estio sujeitos a um intenso pastejo por gado e a queimadas periddicas que,
provavelmente, devem levar a padroes de espacializagido e de quantidades diferentes das
aqui descritas. O fogo é um forte agente mineralizador e, como altera o pH do solo, pode
alterar substancialmente as quantidades de N e, portanto pode, também, alterar o padrio

de espacializagio (Sotck & Lewis, 1986; Grogan et al., 2000).

Foram verificadas diferencgas substanciais nas quantidades e na estrutura da
variacio de nitrogénio inorginico entre os sitios. As amostragens realizadas tanto no
inverno quanto no verio mostraram que as quantidades e a distribui¢do espacial das
formas de nitrogénio nio sio as mesmas em diferentes periodos do ano. Embora nio se
possa, num primeiro momento, inferir diretamente sobre as causas da heterogeneidade
encontrada, a escala e a magnitude de variacio espacial nos diferentes sitios sugerem que
os fatores predominantes que estio agindo nio sio os mesmos ou, em sendo os mesmos,
tém diferentes efeitos sobre esta variagio. Além disso, a heterogeneidade identificada
poderi influenciar de forma diferenciada a vegetacio presente nos trés sitios. Levando em
conta os mapas de krigeagem, os variogramas ajustados e as quantidades de nitrogénio em
cada sitio ficam evidentes que: (1) o tamanho de mancha é substancialmente maior no
Campo; (2) Pinus é o sitio mais homogéneo, e, apesar de algumas manchas ocorrerem, o
contraste ¢ bastante baixo; (3) no verio, as manchas na Mata sio menores do que no
Campo e sio mais distintas que as do Pinus; (4) no inverno, o aumento substancial nas
quantidades liquidas de nitrogénio “borra” o padrio espacial detectado na Mata e no
Pinus no verio, mas o faz parcialmente no Campo; (5) o Campo pode exibir multiplas
escalas de variac¢io, dentro da escala medida, e isto torna necessirio identificar os fatores
que agem nessas diferentes escalas; e (6) tanto no verdo quanto no inverno, o acimulo das
formas de nitrogénio difere dentro de cada sitio e entre sitios, a excecio de NO;™ para

Campo e Pinus.
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Tabela 3.1. Caracteristicas quimicas dos solos nos trés sitios estudados.

Campo Mata Pinus

Varidvel Unidade Verio Inverno Verio Inverno Verio Inverno
Argila % 28 22 22 21 30 26
pH (1L,0) 45 47 3,7 3,9 4 4.
P mg dm" 6,2 6,9 7.2 10 6,9 8,2
K mg dm™ 150 252 141 142 76 75
S mg dm™ 9,8 7.2 6,8 8,1 8,4 7.1
M.O. % 510 510 510 510 8,5 8,5
Al cmol, dm’ 7.1 4.9 11,2 10,7 9,1 9,3
Ca,.. cmol, dm’ 1,8 3,2 0,8 1,0 1,0 0,8
Mg.... cmol, dm™ 0,9 1,5 0,4 0,5 0,5 0,4
Al+H cmol, dm™ 30,7 24,4 54,5 54,5 34,4 38,6
CTC cmol, dm™ 33,9 29,9 56,2 56,5 36,2 40,1
Sat. Bases % 9 18 3 3 5 3
Sat. Al % 68,9 47,1 87,1 844 837 862
Corg % 6,9 8,9 7,8 9,3 6,1 5,9
N % 0,43 0,57 049 0,60 034 036
C/N 16,0 15,6 15,92 15,5 17,94 16,4

Conteudo de argila determinado por andlise de densidade. pH medido em dgua (1:1, v/v).
Matéria orgénica obtida por oxida¢io em solucio sulfocromica com calor externo. P e K,
determinados via Melich I. Ca, Mg e Al trociveis determinados através de extracio em
KCI 1 mol L'". S-SO,?, extraido em Ca(H,PO,).H,O 500mg L™ de P. Nitrogénio total
determinado via uma modificacio de Kjedahl. Carbono orginico medido via oxidagio
por dicromato (K,Cr,0; 1,25mol, L") em meio dcido com aquecimento externo. Todos
os procedimentos sdo descritos em detalhe em Tedesco er al (1995). Sat., saturagio da
CTC com bases ou com aluminio. Anilises realizadas pelo Laboratério de Solos da
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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Tabela 3.2. Variacio entre os sitios para amonio (NH,"; mg kg™), nitrato (NO;™ ; mg kg’
", umidade (g g solo seco™) e razio de amédnio para nitrato no verdo e inverno. Nas
linhas, todas as comparagdes entre os sitios foram altamente diferentes significativamente
(P = 0,0001). Diferencas entre contrastes para os sitios, indicadas por letras diferentes,
foram significativas para P < 0,0003, a excecio de razio N-NH,/N-NO; no verio,
umidade no inverno e N-NH,* no inverno, P < 0,03. Nas colunas, letras maidsculas
indicam diferengas entre as estagdes para um mesmo sitio (£ = 0,0001).

Varidvel Campo Mata Pinus

VERAO

N-NH,* 722+330aB  3,06+2,26cB 4,80+ 1,99 bB

N- NO; 293+191bB  890+320aB 2,38+1,32bB

N- NH,'+ N- NO;- 10,15+441bB 11,95+444aB 7,18 +2,60 cB

Umidade 0,45+0,08aB 039+0,00bB 0,36+ 0,05 cB

Raziao N-NH,"/N-NO; 3,74+4,00 a 0,35+0,25 ¢ 2,92+348b
INVERNO

N- NH,' 11,84 +542aA 841 +466bA  7,14%523 cA

N- NO; 476+331bA 13,19+589aA 4,56 + 3,68 bA

N- NH,+ N- NO;- 16,60 +7,17bA  21,39+878aA 11,74 +8,19 cA

Umidade 0,96 +0,09aA 0,91+0,08bA 0,68+ 0,05 cA

Razao N-NH,/N-NO; 4,10£4,38a 0,76 £0,59 ¢ 2,61 £398b

Valores sio médias = DP. n = 168 para: NH," no Campo e no Pinus; NO;", umidade e
NH," + NO; no Pinus para verio; e para NO;no Pinus, e NH," + NO; para Mata e
Pinus, no inverno. n = 167 para NH," e umidade na mata no verdo. n = 166 para NH," +
NOj;™ na mata no verdo. n = 169 para todas as demais varidveis nos sitios.
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Figura 3.1. Histogramas com a freqiiéncia de ocorréncia e intervalos de classe para os
diferentes sitios no verio. Para cada um sio fornecidos a média, o coeficiente de variac¢io
(CV) e o coeficiente de assimetria (CA). Umidade corresponde ao contetido gravimétrico
de dgua. A escala para as freqiiéncias e os intervalos de classe varia em relagdo a varidvel
considerada.
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Figura 3.2. Histogramas com a freqiiéncia de ocorréncia e intervalos de classe para os
diferentes sitios no inverno. Para cada um sio fornecidos a média, o coeficiente de
variagio (CV) e o coeficiente de assimetria (CA). Umidade corresponde ao conteudo
gravimétrico de dgua. A escala para as freqiiéncias e os intervalos de classe varia em
relacio a varidvel considerada.
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Tabela 3.3. Pardmetros dos modelos de semivariogramas omnidirecionais ajustados para
os diferentes sitios para verdo e inverno. Todos os semivariogramas foram ajustados para
um numero de intervalos igual a 9 (equivalente a 9 m, 53% da amplitude da maior
diagonal).

a o/

Modelo es.q. G, C GC a(m) GC GC

VERAO
Campo
NH,* E 2673 0,13 009 022 521 042 094
Mata
NH, E 15,74 0,21 0,13 0,34 2,75 0,38 0,97
NOy E 16,57 0,08 0,03 0,11 3,95 0,26 0,97
NH,+NO; E 12,16 0,10 0,03 0,13 3,34 0,22 0,97
Pinus
NH," E 1592 0,09 0,035 0,13 2,30 0,28 0,99
NOy L 17,23 0,17 - - - - -
NH,+ NOy L 30,15 0,10 - - - - -

INVERNO
Campo
NOy L 23,26 0,40 - - >9 - -
Mata
NH," L 7,91 0,38 - - >9 - -
NOy L 8,91 0,20 - - - - -
NH,+NO; L 11,55 0,16 - - >9 - -
Pinus
NH,* L 14,14 046 _ _ _ _ _
NO; E 671 0,44 0,076 0,52 6,69 0,15 0,97
NH,+NO; L 21,19 0,39 - - >9 - -

Onde: e.s.q., erro da soma de quadrados; C, variincia estrutural; (, variagio pepita; 2,
amplitude; E, esférico; L, linear. Na presenca de anisotropia, os modelos omnidirecionais
nio sio considerados (ver Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Parametros dos modelos de semivariogramas direcionais (tolerdncia angular de
+22,5°) ajustados no Campo para verdo e inverno. O nimero de intervalos para o qual os

modelos foram ajustados variam conforme indicado.

. g o/
Ni M esq C C CC a(m) GC GG,

VERAO

Campo

NO; (70°) + 9 L 11,74 0,23 - - 29 - -

NO; (160°) - 9 L 10,61 0,22 - - 29 - -

NO; (70°) + 12 L 12,63 0,22 - 212 - -

NO; (160°) - 12 E 11,11 0,20 0,15 0,35 9,76 042 0,82

NO; (160°) - 7 E 3,27 0,17 0,13 0,30 4,68 0,43 0,95

NH,+NO; (95°) + 9 L 13,40 0,15 - - 29 - -

NH,+NO; (5°) - 9 E 3234 0,10 0,13 023 435 058 1,24
INVERNO

Campo

NH," (135°) + 9 L 3,74 0,13 - - 29 - -

NH," (45°) - 9 E 4,78 0,06 0,18 0,24 589 0,76 0,82

NH,+NO, (135 + 9 L 3,74 0,13 - - 29 - -

NH,+NO, 459- 9 E 478 0,06 0,18 024 589 0,76 0,82

Ni, nimero de intervalos; M, modelo ajustado; e.s.q., erro da soma de quadrados; C,
varidncia estrutural; (, variacio pepita; a, amplitude; E, esférico; L, linear. Angulos
referem-se aos eixos anisotropicos (N = 0°), (+) corresponde ao eixo de maior

continuidade, (-) a0 de menor continuidade.
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Figura 3.3. Semivariogramas omnidirecionais para amonio no verdo nos trés sitios, (a)
Campo, (b) Mata e (c) Pinus; (d) semivariograma omnidirecional para NH," + NO; na
Mata para inverno; (e) e (f) semivariogramas direcionais para amoénio no Campo para
inverno e (g), (h) e (i) semivariogramas direcionais para nitrato no Campo para o verio.
Angulos entre parénteses correspondem aos eixos de maior (135° e 70°) e de menor
continuidade (45° e 160°). Todos os semivariogramas foram calculados com nimero de
intervalos igual a nove (equivalente a amplitude de 9 m, 53% da amplitude méixima), a
excecio de (g) e (h) os quais foram calculados para 12 m, e de (i), calculado para 7 m. Ver
Tabelas 3.3 e 3.4 para detalhes destes variogramas e para parimetros dos modelos que
ndo sio mostrados aqui.
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Figura 3.4. Mapas de superficie gerados por krigeagem ordindria a partir dos
semivariogramas omnidirecionais e, quando da presenca de anisotropia, direcionais. (a),
(b) e (c), amonio para o verdo no Campo, na Mata e no Pinus respectivamente. (d) nitrato
para o verdo no Campo, (¢) NH," no Campo para o inverno, (f) NH,” + NO;” na Mata
para inverno. Valores correspondem aos valores originais de nitrogénio inorganico (mg
kg™") transformados [In (x+1)] e modelados por krigeagem ordiniria em fungio dos
semivariogramas ajustados para cada varidvel em cada sitio (ver texto para detalhes).
Escala corresponde a 1 m.

(b)

(d) (e)
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Figura 3.5. Posicio de plantas (15-85 cm de altura) de A. angustifolia no sitio Mata no
verdo em relacio a espacializacio de NH," por krigeagem ordindria. Cada ponto
representa um individuo. Observa-se que os individuos da espécie podem experimentar
ambientes bastante distintos de manchas de aménio.




100

4. Discussio geral

Aqui serdo discutidos em maior detalhe alguns aspectos quanto aos procedimentos
adotados em ambos os trabalhos. Ao final, discute-se de forma breve a rela¢io entre os
dois trabalhos. Resultados adicionais, ndo apresentados nos artigos, sio expostos nos

anexos.
4.1. Consideragoes adicionais

4.1.1. Solo: coleta, transporte e anilise

A nitrificacio e a amonificacio em solos sio realizadas, em grande parte, por
bactérias aerdbias sujeitas a alteragdes no ritmo de atividade quando expostas a mudancas
de temperatura e niveis de oxigenacio (Rosswall, 1982). Assim, deve-se estar atento
quanto aos procedimentos adequados de coleta, transporte e armazenamento das
amostras. Esses cuidados com as amostras incluem ripido acondicionamento em
embalagens impermedveis, resfriamento imediato e congelamento dentro do menor
tempo possivel, armazenamento em congeladores ou cimaras refrigeradas que nio

estejam sujeitos a longos periodos de auséncia de energia.

O procedimento adotado de anilise quimica pode estar sujeito a virios problemas.
Para tornar claro alguns aspectos relativos a obtencio de medidas confidveis de
nitrogénio inorginico, cabem alguns esclarecimentos. As amostras foram descongeladas
em temperatura ambiente, homogeneizadas, e delas retirada uma aliquota de 5 g, a qual
foi submetida a extragio em 50 mL de KCI 1M. Deste extrato, foi retirada uma aliquota
de 20 mL, a qual foi submetida a destilagdo. Segundo Tedesco er al. (1995), os métodos
de destilacdo a vapor tém sensibilidade adequada para a maioria dos solos e sdo livres de
interferéncias por outros compostos orginicos nitrogenados. Basicamente, o processo

pode ser descrito da seguinte forma:

(1) Alcalinizacio do meio com MgO para liberacio de N-NHj;
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(2) Reducio dos compostos remanescentes, N-NO;” + N- NO,” a N-NHj, na
presenca de liga Devarda (50% Cu, 45% Al e 5% Zn);

(3) Destilagio com solugdo indicadora e titulagio respectiva dos destilados em

solucio acida (H,SO, 0,0025M).

Nitrogénio inorganico total foi obtido pela soma do valor de N-NH," encontrado
com N- NO; + N- NO,". A quantidade de N inorganico (N-NH," ou N- NO;" + N-

NO;) foi determinada pela férmula:

(mL H*am - mL H*br) x uygN x FD

N inorganico (mg kg™) =
PSA

Onde: H*am = solucio dcida necessiria para titulagdo da amostra;
H'br = solu¢io dcida necessaria para titulagio do branco;
N = quantidade de nitrogénio para 1 mL de dcido (70 ug);
FD = fator de dilui¢io, no caso 2,5;
PSA = peso seco do solo para analise de nitrogénio.
No ponto de viragem da titulagio, a cor do destilado com solucio indicadora passa

de verde claro para rosa claro permanente.

O percentual de dgua presente na média das subamostras foi calculado da seguinte

forma:
% agua = [(peso umido — peso seco) * 100] / peso imido.

Multiplicando-se este percentual por 5 (peso em gramas da aliquota utilizada para
obtencio dos extratos) tem-se o peso de dgua para essas 5 g. Subtraindo-se este valor de 5

tem-se o valor de PSA.

Ja a obtencdo do contetdo gravimétrico de dgua (ca) seguiu a seguinte formula:
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ca = (peso umido — peso seco) / peso seco.

A obtengio de medidas confidveis, representativas dos reais valores presentes no
solo, depende de um método de medida preciso. O método de destilagio proposto por
Tedesco er al. (1995) oferece muitas vantagens: robustez, baixo custo de operacio e de
manutencio, obten¢ido de nitrato e amdnio na mesma amostra, além de permitir a
estocagem dos extratos em geladeira por até 24 h. Por outro lado, uma série de
dificuldades priticas é encontrada pelo iniciante: a obten¢io de uma solu¢io indicadora
de 4cido bérico padronizada; na titulagido, a definicio de um padrio de “rosa claro
permanente”, o que implica, no jargdo, “calibrar o olho”; a obtencio de gotas de dcido
(H,SO, 0,0025 M) para a titula¢gio com volume de 0,01 mL e, consequentemente, uma
bureta com tal precisdo de leitura; problemas com a operagio do destilador, como a perda
de nitrogénio devido ao mal resfriamento do condensador e um possivel efeito de
“memoria” ap6s destilar uma amostra com muito nitrogénio; ainda, o uso simultineo de
dois destiladores o que implica que ambos devem estar ajustados para fornecerem as
mesmas leituras para os mesmos extratos. Assim, deve-se estar atento a possibilidade de
algumas amostras estarem sujeitas a erros analiticos. No presente estudo, algumas leituras
de subamostras foram excluidas para efeitos de célculo, devido a potencial possibilidade
de estas estarem sujeitas a erros analiticos, tanto devido a perda de nitrogénio quanto a
um possivel efeito de memoéria. Tais leituras totalizaram 67 de 3042 subamostras
submetidas a andlise. O critério de exclusdo foi subjetivo, seguindo o principio de que se
houvesse duas leituras préximas e a terceira muito alta ou muito baixa (em torno de 10
vezes ou mais, para mais ou para menos em relacio a2 média das outras duas) esta seria
excluida. Tal critério ndo se mostrou adequado na presenga de leituras muito baixas
(menos de 2 mg kg ), uma vez que a variagio obtida pode ser devido a uma variagio real
das subamostras. Ainda, a presenca de leituras negativas (quando descontado o branco)
constitui um bom indicativo de erro analitico, sendo este também usado como critério de

exclusio.

Outro problema a ser considerado quando do uso do método de destilagio é o

tempo requerido para as andlises. Com bastante treino, e com o auxilio de pelo menos
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uma pessoa, € possivel rodar, no miximo, de 10 a 13 extratos de solo por hora. Em um
dia, o pesquisador bem treinado consegue rodar em torno de 100 amostras. Isto pode
parecer bastante, porém quando se percebe que os procedimentos geoestatisticos
demandam uma amostragem intensiva para se obter um retorno confidvel, esta etapa
torna-se longa e repetitiva, podendo tornar-se desestimulante (Robertson e Gross, 1994).
O uso de equipamentos de precisio que propiciem rodar um maior nimero de amostras
em menor tempo pode agilizar a obteng¢do de respostas e assim otimizar o planejamento

sobre a melhor forma de abordar a questio a ser respondida no estudo.

4.1.2. Lidando com a geoestatistica e sua aplica¢io no presente estudo

A geoestatistica oferece um conjunto de ferramentas para descri¢io do conjunto
de dados e predi¢io em um dominio espacial que supera, em muitos aspectos, a estatistica
tradicional. Talvez, a principal vantagem seja a sua abordagem espacialmente explicita,
que leva em consideragio a dependéncia entre as amostras. Se os pressupostos ao modelo
sdo satisfeitos e os dados permitem um ajuste acurado do modelo, as técnicas de
krigeagem provéem uma elegante solu¢io ao problema e sdo, assim, como ji evidenciado,
de grande valia para dreas de mineracio e outras afins (Henley, 1981), além de para a

propria ecologia (Rossi et al., 1992).

Entretanto, as dificuldades surgem quando os dados parecem nio satisfazer aos
critérios requeridos. Em alguns casos, é assumido que a técnica € suficientemente robusta
a ponto de se ignorar a violagio das premissas (Henley, 1981). Em esséncia, a solucio
aplicada aos conjuntos de dados que violam os pressupostos é transforma-los em novos
conjuntos que nio os violam, e trabalhar com eles de uma forma padronizada. A validade
desses métodos depende inteiramente de quio proximos e confidveis esses novos
conjuntos de dados se ajustam ao que é encontrado na populagio presente no mundo
real, do qual eles foram retirados. Devem-se avaliar os custos e a estabilidade dessas

solucdes (Henley, 1981).

A nio adogio de pressuposicoes sobre a normalidade dos dados tem seu impacto

maximizado quando da presenca de outliers na estimacio. Uma vez se optando pela nio
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transformacio dos dados, a estimagio se torna particularmente sensivel a distribuicoes
fortemente assimétricas. Porém, boas estimativas podem ser obtidas em dados que nio
seguem uma distribuicdo normal, assim como dados normalizados podem ndo oferecer
boas estimativas. Algumas ferramentas de estimacio, construidas sobre a premissa de
normalidade, podem ser tteis mesmo quando os dados nio estio distribuidos de forma
normal (Isaaks & Srivastava, 1989). O uso de dados normalizados (In[x+1]) pode alterar
substancialmente a forma dos semivariogramas. Isto se deve, fundamentalmente, ao fato
de que este procedimento tem influéncia mais forte sobre pares de comparagio que
possuam maior diferenca (a diferenca entre 1 e 10 serd a mesma de entre 10 e 100).
Quando mesmo a transformagdo nio possibilitou a obtenc¢io de uma distribuigio

normalizada, foi necessdria a remocio de valores extremamente erraticos (outliers).

Uma vez que a semivaridncia calcula a média das diferengas entre os pontos
elevados ao quadrado, a presenga de outliers pode ter forte influéncia na estimagio e
predi¢do do comportamento espacial da varidvel avaliada. Por esse motivo, tais valores
sdo simplesmente descartados do conjunto de dados ou arbitrariamente ajustados para
reduzir sua influéncia (Sokal & Rohlf, 1981; Isaaks & Srivastava, 1989; Rossi er al., 1992).
Porém, quando tais valores provém de um procedimento analitico exaustivo, nio
contendo erros dessa natureza, nio hd justificativa para a aplicagio desses métodos,
devendo esses pontos ser incorporados na andlise estatistica. Além disso, remover
amostras do conjunto de dados pode mostrar-se pouco satisfatério, uma vez que tal
procedimento implica a remog¢do de todos os pares de comparacio que tais amostras
envolviam; enquanto algumas dessas comparagdes podiam ser erriticas, outras podiam
estar verdadeiramente representando a continuidade espacial (Isaaks & Srivastava, 1989).
Embora alguns métodos de identificagio de outliers possam ser aplicados (Sokal & Rohlf,
1981; Isaaks & Srivastava, 1989; Rossi er al. 1992), sendo o coeficiente de assimetria (CA
ou skewness) e os histogramas bastante dteis, ndo hd regras que especifiquem quais
amostras devam ser removidas, e o procedimento pode ser um tanto arbitririo. Por outro
lado, a remocio de outliers (mesmo advindos de procedimentos amostrais e analiticos

extremamente confidveis) pode, efetivamente, revelar a presenca de dependéncia espacial.




105

Caso nio se atente para os possiveis efeitos de valores erriticos na anilise, a presenca de
dependéncia espacial pode ser negligenciada (Isaaks & Srivastava, 1989). Em geral,
varidveis ecolégicas tendem a grandes variagdes e espera-se que ocorram outliers (Rossi et
al, 1992). A presenca de dados “mal comportados” (com altos CVs e outliers, por
exemplo) pode enfraquecer a estimativa fornecida pelo semivariograma, mas nio pode ser
considerada condi¢io para ndo aplicagio de um dado método de estimagio (Isaaks &

Srivastava, 1989).

Pode-se argumentar que a transformagio de dados para andlise geoestatistica
deveria ter sido realizada na medida do necessirio, somente para aqueles conjuntos que
demonstrassem distribui¢io ndo-normal. Entretanto, para se comparar diferentes
varidveis entre os sitios, é necessirio que a escala de comparacio seja mantida, pois
precisamos comparar os sitios na mesma “moeda”. Por exemplo, ndo hd como comparar a
variagdo pepita () entre sitios e/ou varidveis tratadas em diferentes magnitudes se ha
transformacio de alguns conjuntos de dados e nio de outros. A decisio, que pode parecer
simples, implica transformar todo o conjunto de dados (todas as varidveis para todos os
sitios, mesmo que nio seja necessario para algumas varidveis) ou, nio transformar os
dados, trabalhando com todos eles em seu estado bruto. De fato, Gross er al (1995)
utilizaram semivariogramas para descricio do comportamento espacial de nitrogénio
inorginico, sem levar em consideracio a necessidade de distribui¢io normal de todo o
conjunto de dados. Assim, seus dados ndo foram transformados. Entretanto muitas de
suas varidveis brutas tinham uma distribui¢io normal. Muitas varidveis do solo tém
distribui¢bes nem préximas da normalidade (Isaaks & Srivastava, 1989). Desse modo, é
possivel, como foi observado neste estudo, que nem todas as varidveis para todos os sitios
atinjam uma distribui¢do normal, mesmo depois da transformacio: caso da umidade e, do

nitrogénio inorganico, quando da presenca de valores atipicos (outliers).
g g » q ¢

No presente estudo, trés valores erriticos foram removidos. No verio, para as
varidveis amonio no Campo (24,85 mg kg ') e nitrato na Mata (28,87 mg kg '), e no
inverno para amonio + nitrato na Mata (58,58 mg kg ™). Embora esses valores tenham se

mostrado consistentes em sua obtengio, a andlise de dependéncia espacial nos sitios de
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onde eles sio provenientes mostrou-se bastante comprometida em relagio aquela sem tais
outliers. Em outras palavras, ou nio foi possivel identificar dependéncia espacial na escala
medida, ou no foi possivel o ajuste de um modelo razodvel. Além disso, o método de
estimag¢do utilizado (momentos) é mais sensivel a presenca de outliers (Cressie, 1993).
Assim, optou-se pela remogdo desses valores e, consequentemente, pela descri¢io de um
padrio espacial mais claramente definido e representativo da drea amostrada. Além disso,
obedeceu-se a pressuposi¢io de distribui¢io normal dos dados. Porém, isso nio exclui a
necessidade de se buscar entender os processos subjacentes que dio origem a presenca
desses valores erriticos. Infelizmente, a origem desses outliers na irea de estudo pode ter
muitas razdes, muitas delas extremamente aleatérias, tanto espacial quanto
temporalmente. Estas vio desde a deposicio de dejetos de animais até a atividade local da
mesofauna do solo. Contudo, mesmo que haja explicag¢io para a presenca desses valores,
pode-se considerar que eles nio sejam representativos da maior parte da dependéncia
espacial medida, ndo contribuindo para a explicacio dos processos espaciais nas areas de
estudo. Meisel & Turner (1998), em uma excelente avaliacio do potencial de uso de
semivariogramas em escalas de paisagem, demonstraram que a exclusio de até 50 % dos

dados (metade da drea total) pode néo influenciar o variograma.

Pode-se argumentar que o semivariograma pode produzir resultados incompletos
e confusos do padrio espacial quando as médias locais e a varidncia mudam, sendo
necessarias outras ferramentas de estima¢do que incorporem estes aspectos (Rossi et al.
1992). O jargio estatistico para quando os valores dos dados variam mais em algumas
regides do que em outras € a heterocedasticidade. De fato, a constata¢io de uniformidade
nas médias locais indica a presenca de valores “bem comportados”, sendo que uma das
caracteristicas de valores distribuidos de forma normal é que, usualmente, nio existe
efeito proporcional (incremento na média local com concomitante aumento na varidncia)
e, a grosso modo, o desvio padrio local é constante (Isaaks & Srivastava, 1989). A teoria
de varidveis regionalizadas permite que a suposi¢io de uma distribui¢io homogénea da
varidncia e da covariincia na regido amostral seja relaxada (Robertson & Gross, 1994).

Entretanto, isso ndo guarda relacio com o método de estimagdo que se escolhe utilizar.
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As estimativas advindas de qualquer método vio se beneficiar de baixa variabilidade e
sofrer com alta variabilidade. Em outras palavras, o semivariograma (ou qualquer outro
método de estimacgio) apenas funciona melhor para um conjunto de dados onde nio ha
efeito proporcional (Isaaks & Srivastava, 1989). Apenas lembrando, quando a varidvel sob
consideragio tem o mesmo valor médio onde quer que a locacio do ponto seja
considerada, temos definido o que se chama estacionariedade de primeira ordem
(Henley, 1981). A pressuposi¢io de estacionariedade diz respeito ao modelo e ndo guarda
relacio com a realidade de cada situacdo. Isto também vale no momento de se definir o
nimero de pontos amostrais que definirdo a drea de vizinhanga na krigeagem, ou seja,
esta area, nio necessariamente deve ter uma varidncia dentro de certos limites (Isaaks &
Srivastava, 1989). Apesar de ser adequado que esta drea (definida pelo nimero maximo de
pontos ou pelo raio, i.e., da vizinhanca de cada ponto amostral) ndo exceda a amplitude
definida pelos modelos ajustados (Cressie, 1993), isto ndo é uma regra e pode ser relaxado

em muitos casos (Isaaks & Srivastava, 1989).

Outro aspecto importante a ser observado no uso de semivariogramas para a
identificacdo de manchas de nutrientes em solos € definir o que ¢, “geoestatisticamente”,
uma mancha. A grande maioria das publicacbes que lidam com o termo, ndo o define, ou
o fazem de forma vaga. Operacionalmente poderiamos definir manchas como unidades
da paisagem com certo tamanho, forma e limite claros. Isto implica uma distribui¢io nio
uniforme ou aleatdria, mas agregada (Guo, 2001). Quando os limites nio sio claros, ou
seja, quando se lida com varidveis continuas onde o que se tem sio gradientes, determinar
o ponto onde comega ou termina uma mancha pode tornar-se uma tarefa bastante
arbitrdria. O uso de semivariogramas para identificagio de manchas de nutrientes em
solos assume um valor médio para o tamanho dessas manchas. Sdo esses valores médios
que sio usados para comparar diferentes habitats. Assim, a confiabilidade no modelo final
estd atrelada ao alcance de uma estabilizacio do variograma e de uma resolu¢io minima
que capte o incremento na variagio até esse patamar. Isto define uma mancha em
geoestatistica. Porém, ainda nio existe uma compreensio completa sobre a aplicagio da

geoestatistica na ecologia (Guo, 2001). Para isto, sdo necessdrios muito mais estudos,
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porém as perspectivas sdo bastante promissoras (Rossi et al,, 1992; Robertson & Gross,

1994).

A estratégia de amostragem adotada para verificagio da variagio temporal pode ser
alvo de critica. Quando se toma uma area adjacente para comparagio temporal dos sitios,
¢ assumido que a variacdo espacial devido a essas adjacéncias € minima. Outras estratégias
podem ser adotadas para medir a variacio espacial e temporal do nitrogénio inorginico
em solos. Duas linhas de abordagem podem ser distinguidas aqui: (1) o uso de
metodologias de amostragem que permitam avaliar a variagio temporal de forma nio-
destrutiva e (2) amostragens destrutivas em que o procedimento amostral e estatistico

adotado permite avaliar a variacio temporal.

Com relagdo ao primeiro ponto, é possivel a detec¢io de variagdes temporais em
espacos curtos de tempo. Cain et al (1999) propuseram um método baseado em estacas
com membranas de troca i6nica (ion exchange membrane spikes) e Farley & Fitter (1999)
utilizaram RSSS (rhizon soil solution samplers): basicamente, tubos de vidro poroso que
coletam a solugio do solo. Esses métodos sio minimamente destrutivos, porém sio
relativamente recentes e de acesso restrito. Isto torna invidvel, num primeiro momento,
considerar o seu uso. Portanto elas foram descartadas no momento de concepg¢io do
projeto do presente estudo. Jd com relacio ao segundo ponto, uma estratégia que pode
ser adotada é o de amostragem aninhada (Frankland et al, 1963; Prasolova er al., 2000;
Farley & Fitter, 1999). Nesta abordagem, quadrantes maiores sio subdivididos em
quadrantes menores e assim por diante, e a comparacio € feita considerando a varidncia
dentro de cada quadrante e entre estes. Nao hd garantias de que os furos feitos para
coleta de amostras em um dado periodo nio influenciardo as coletas subseqiientes. A
principal conseqiiéncia é a possibilidade de uma maior percolagio de dgua dentro do
quadrante de estudo; quanto mais dgua, menos oxigénio, menor atividade microbiana etc.
Essas conseqiiéncias sio indesejiveis, tanto que Farley & Fitter (1999) procederam ao
preenchimento desses buracos logo apds as coletas para minimizar este efeito. Frankland
et al. (1963), fazendo uso dessa abordagem amostral, porém sem o preenchimento dos

furos, encontraram uma variabilidade temporal menor que a espacial e concluiram que a
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varia¢do espacial interna obscureceu a variagio mensal. O quanto dessa variag¢io espacial

foi devido ao procedimento de coleta permaneceu nio respondido.

A estratégia adotada no presente estudo foi aquela que se adequou ao método de
procedimento estatistico escolhido, que tem muitas vantagens, jd descritas anteriormente.
Até onde sabemos, este é o primeiro trabalho utilizando geoestatistica, que fez uso de
uma 4rea adjacente para comparacio temporal de nitrogénio inorginico. Pode parecer
6bvio, mas o método destrutivo de anilise quimica utilizado imp&e uma limitacdo severa:
o ponto amostrado num periodo nio pode mais ser utilizado em outro porque,
simplesmente, ele ndo existe mais. A forte variacio temporal encontrada garante que a
variagio dada por causas espaciais (adjacéncias) pouco influenciou na comparagio

temporal.

Outra conseqiiéncia da estratégia de amostragem escolhida é de que as
comparagdes (utilizando testes de hipdteses) entre os sitios foram feitas com base em
pseudo-replicagdes (Hurlbert, 1984), o que exige que se tenha cautela quanto as
inferéncias estatisticas aqui realizadas. A pseudo-replicagio limita o espaco de inferéncia
implicito no teste de hipéteses (Hurlbert, 1984). Assim, no presente estudo, ¢ adequado
dizer que as diferencas encontradas entre os sitios dizem respeito somente as malhas
amostradas ou locagdes (Mata, Campo e Pinus) e nio entre as formacdes vegetais
correspondentes, mata nativa, campo e planta¢io de Pinus. Entretanto, mesmo que fosse
possivel (tendo em vista as dificuldades logisticas e de volume de trabalho) replicar os
sitios, a obtencio de replicacdes genuinas nesses casos é quase impossivel (Oksanen,
2001). Por exemplo, poderiam ser delimitadas outras malhas amostrais em outros topos
de coxilha. A despeito das dificuldades de execucio dessa tarefa em tempo habil, a altitude
seria apenas um dos fatores a influenciar as diferengas entre as replicacoes. Nesse caso a
segregacdo horizontal seria um problema tio grave quanto a segregacio vertical
(Oksanen, 2001). Para o autor, na auséncia de solu¢oes melhores, o pesquisador pode
usar estatistica inferencial ligando o raciocinio ecolégico posteriormente para uma
interpretacio adequada dos resultados. A solugio seria o uso de um nimero adequando

de replicagbes que permitissem avaliar, dada a variabilidade esperada ou observada, a
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hipétese de diferengas estatisticas entre os tratamentos (Hurlbert, 1984). Isto, a despeito
de se considerar a impossibilidade, no presente estudo, de entremeamento dos
tratamentos. Gross et a/. (1995) utilizaram estatistica inferencial no contexto de pseudo-
replicaces na comparagio de suas dreas amostradas. Ja Guo er a/. (2002; 2004), fazendo
uso de replicacbes verdadeiras, utilizaram ANOVA para comparagdes entre seus sitios.
Entretanto, o grande volume de amostras necessirio para se obter tais replicagdes for¢ou
o uso de um menor nimero de pontos de coleta (41) para cada malha, o que certamente
influenciou a anilise geoestatistica, uma vez que Webster & Oliver (1992) afirmam que o
uso de semivariogramas isotropicos baseados em menos de 50 valores sio de pouco valor
analitico. Claramente, o problema, nesses casos (incluindo o do presente estudo), é que a
amostragem € feita no contexto da andlise geoestatistica; nio tem o ojetivo direto de
testar uma hipétese especifica sobre diferencas entre as formacoes vegetais analisadas. Os
testes de hipdteses sdo utilizados apenas para clarificar e/ou salientar diferengas entre os

sitios.

A coleta de trés pontos (trés subamostras) por ponto base (amostra) é mostrada, de
forma mais detalhada, na Figura 4.1. As subamostras foram coletadas e analisadas
independentemente durante todo o processo. Este procedimento pode aumentar
consideravelmente a variabilidade interna entre os trés pontos. Uma alternativa seria a
coleta de uma vinica amostra composta de trés pontos (composta das trés subamostras).
Isto reduziria o nimero de amostras submetidas a andlise quimica permitindo ainda
manejar um ndmero bem menor de amostras sem perda de precisio na obtengio da
média das estimativas (Prasolova et al, 2000). Entretanto, isto nio permite replicar a
anilise do ponto, a nio ser que se submetam trés aliquotas da amostra composta para
anilise. De qualquer forma, nio haveria redu¢io do nimero total de andlises a serem
realizadas. A nica vantagem de se coletar uma amostra composta de trés pontos é, como
ja colocado, tornar a medida mais préxima da média. Ainda assim, aliquotas ndo
constituem repeti¢des do ponto: sio repeticoes da andlise quimica. Para se obterem

repeti¢des do ponto, devem-se coletar subamostras do ponto a ser estimado.
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Figura 4.1. Esquema de coleta das subamostras de solo nos pontos de amostragem.

Os semivariogramas omnidirecionais e os mapas de krigeagem para todos os sitios
no verdo e no inverno, respectivamente, sio apresentados nos anexos (Figuras 6.1 a 6.4).
1D importante salientar que, na presenca de anisotropia, o semivariograma omnidirecional
nio deve ser considerado. A interpola¢io dos pontos na krigeagem com o uso de
variogramas omnidirecionais considera que o incremento na variacio € o mesmo em
todas as direcoes, o que nio € real na presenca de anisotropia. Entretanto, aqui eles sio
mostrados para demonstrar que, de fato, eles sio uma média dos variogramas direcionais,
por que a amostragem foi regular. A presenca de anisotropia foi considerada na confecg¢io

desses mapas.

4.1.3. ANR e clorofilas

A determinagio da atividade enzimdtica se dd pela quantificagio de nitrito
formado pela reagdo de reducio de nitrato. Realizada segundo o método de Klumpp et

al., (1989), a determinacio langa mio da seguinte férmula:
AT (nmol NO, g' h'") = (FCM A540” 4 / PA) - (FCM A540’ 5 / PA) T
onde,

AT = atividade, em folhas ou raizes;
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FCM = fator de calibra¢io médio, obtido através da razio entre a concentragio de

nitrito formado em solug¢des padrio e a absorbancia em 540 nm. No presente estudo

FCM = 40,943;
A540” e A540’ = absorbincias na segunda e primeira leituras, respectivamente;
PA = peso da amostra;
T = tempo entre a primeira e a segunda leitura, 1 h.

A ANR pode ser medida tanto in vitro quanto in vivo. Para o primeiro método,
nitrato e NAD(P)H sio fornecidos em niveis saturantes, considerando-se assim, que ele
indique a capacidade do tecido em reduzir nitrato quando nio hd limitacio de substrato
algum. Para o segundo, utilizado no presente estudo, usualmente adiciona-se nitrato,
porém nio sio adicionados redutores, restando somente os niveis enddgenos de
NAD(P)H. Dessa forma, considera-se que ele indique a capacidade do tecido em reduzir
nitrato quando este ndo ¢ limitante (Andrews 1986). Ambos estio diretamente
relacionados, porém nenhum desses métodos pode fornecer valores indicativos da
atividade 7n situ. Este problema torna-se de maior importancia quando a planta apresenta
niveis elevados de ANR constitutiva. Assim os ensaios podem fornecer valores de ANR
elevados para plantas que crescem na auséncia de nitrato. Alternativamente, poderia ser
utilizado um ensaio in vivo sem nitrato como indicativo da atividade in situ, o que
acarretaria em outros problemas como o fim do fluxo de NO;™ para os tecidos e a dilui¢io
dos niveis internos do mesmo. Entretanto, ¢ amplamente aceito que tanto quantificacdes
in vitro quanto in vivo refletem o que estd ocorrendo com a planta in situ (Smirnoff &

Stewart 1985; Andrews 1986).

A determinag¢io do conteido de clorofilas seguiu as equacoes de Wintermans &

DeMots (1965). Dessa forma,
Cla (pg mL" solugio) = 13,7 A665 — 5,76 A649
Clb (ug mL" solugio) = 25,8 A649 — 7,6 A665

Cltot (pg mL™" solugio) = 6,1 A665 —20,04 A649,
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onde, Cla, Clb e Cltot sdo, respectivamente, as concentragdes de clorofilas a, b e total.
A649 e A665 sdo as absorbancias em 649 e 665 nm, respectivamente. A concentragio de

clorofilas (mg g™ foi calculada pela equagio

contetido de clorofilas (mg g') = Cl(a, b ou tot) V,, 107 / PS

ext

onde,
V... (mL) = volume do extrato e
PS (g) = peso seco.

Knudson et al. (1977) nao encontraram diferengas entre o contetido de clorofilas
determinado a partir da extragio em etanol 96 % (para o qual as férmulas foram
desenvolvidas) para aquele determinado em etanol 100 % (concentragio utilizada pelos

autores).

4.2. Consideragtes finais

O amoénio foi a forma de nitrogénio que propiciou o desenvolvimento mais
adequado em plantas de A. angustifolia. Entretanto, o nitrato também ¢ requerido, pois
parece ser um importante regulador da ramificacio radicular, crescimento, e distribui¢io
de C e N no corpo da planta. O aménio nio foi a forma de N predominante no ambiente
tido como climicico, mata nativa, em ambos os periodos do ano avaliados. Apesar disso,
esta forma de N é a predominantemente presente no campo nativo e na plantagio de
Pinus. A variagio de N inorginico se mostrou mais estruturada nos sitios mais antigos,
mata nativa e campo nativo, em relagio a plantagio de Pinus. Entretanto, o
comportamento do ambiente de manchas é diferente nos sitios nos dois periodos do ano

avaliados.

Assim, fica evidente que a forma de nitrogénio inorginico desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento de plantas de A. angustifolia. Somado a isso, os solos
que a espécie encontra podem variar muito quanto as quantidades e quanto a estrutura da

varia¢do, tanto entre diferentes sitios quanto entre diferentes épocas. O quanto essa
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variagio pode interferir no desenvolvimento de plantas precisa ser avaliado. Isto
permitiria predizer mais precisamente os efeitos das variagdes encontradas a campo.
Reflorestamentos e asser¢oes sobre os ambientes de ocorréncia da espécie precisam ser
reavaliados. Para o primeiro, um cuidado que antes era desconsiderado, agora deve ser
levado em conta: o aménio deve ser a forma predominantemente disponivel ou, deve
estar presente em quantidades minimas que garantam um desenvolvimento adequado da
planta. Entretanto, isto precisa de validagio a campo. Para o segundo, a constatacio de
que o nitrato € a forma predominante na mata nativa, pelo menos em dois periodos do
ano, diferentemente do campo nativo e da plantagio de Pinus, o maior contraste das
manchas de amo6nio na mata nativa aliado a formacio evidente de zonas de deplecio de
aménio, chamam a atencio para aspectos de competitividade e de plasticidade radicular
da planta em diferentes ambientes em relagio as espécies latifoliadas. Estas podem
apresentar diferentes padrdes de preferéncia de N inorganico, podendo estar mais aptas
que o pinheiro brasileiro a um melhor uso de N principalmente na mata. Estes aspectos

também precisam de estudos mais detalhados.
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Figura 6.1. Semivariogramas omnidirecionais para amoénio (a, b, c), nitrato (c, d, e) e
amoénio + nitrato (f, g, h) nos diferentes sitios para o verdo. Todos os semivariogramas
foram calculados com nimero de intervalos igual a nove (equivalente & amplitude de 9 m,
53 % da amplitude médxima). Dados originais foram In (x+1) transformados.
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Figura 6.2. Semivariogramas omnidirecionais para amonio (a, b, c), nitrato (c, d, e) e
amonio + nitrato (f, g, h) nos diferentes sitios para o inverno. T'odos os semivariogramas
foram calculados com nimero de intervalos igual a nove (equivalente & amplitude de 9 m,
53 % da amplitude maxima). Dados originais foram In (x+1) transformados.
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Figura 6.3. Mapas de superficie gerados por krigeagem ordindria a partir dos
semivariogramas omnidirecionais e direcionais, quando da presenca de anisotropia. (a),
(b) e (c), amonio para o verdo no Campo, na Mata e no Pinus respectivamente. (d) nitrato
para o verdo no Campo, (¢) NH," no Campo para o inverno, (f) NH,” + NO; na Mata
para inverno. Valores correspondem aos valores originais de nitrogénio inorganico (mg
kg ) transformados [In (x+1)] e modelados por krigeagem ordiniria em funcio dos
semivariogramas ajustados para cada varidvel em cada sitio. Escala corresponde a 1 m.

(g)




135

Campo Mata Pinus

=0.60
orr
083
112
1.30
147
183
182
2o
217
233
252
27
28T
305
322
340

(2) (h) (1)

Figura 6.4. Mapas de superficie gerados por krigeagem ordindria a partir dos
semivariogramas omnidirecionais e direcionais, quando da presenca de anisotropia. (a),
(b) e (c), amonio para o verdo no Campo, na Mata e no Pinus respectivamente. (d) nitrato
para o verdo no Campo, (¢) NH," no Campo para o inverno, (f) NH,” + NO; na Mata
para inverno. Valores correspondem aos valores originais de nitrogénio inorganico (mg
kg ) transformados [In (x+1)] e modelados por krigeagem ordiniria em funcio dos
semivariogramas ajustados para cada varidvel em cada sitio. Escala corresponde a 1 m.




